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Zur Bestimmung der Milchsaure 
in Gegenwart von Methylglyoxal. 
Von 


Erwin Bauer und Fritz Ziegler. 


(Aus dem Physiologischen Institut der I.G. Farbenindustrie A.-G. in Wuppertal-Elberfeld.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1937.) 


Die von Fiirth und Charnass angegebene Methode der 
Milchsiiurebestimmung und ihre verschiedenen Abinderungen’) 
fiihren bei Gegenwart von Methylglyoxal zu unbrauchbaren Er- 
gebnissen. So beobachteten z.B. Kuhn und Heckscher?) bei 
Gegenwart des Ketonaldehyds Mehrwerte von etwa 8°/,, die sie 
auf Bildung von Acetaldehyd aus Methylglyoxal zuriickfiihrten. 
Die im Schrifttum vorliegenden und auch unsere eigenen Beob- 
achtungen deuten jedoch darauf hin, daB die festgestellten Stérungen 
wohl vor allem darauf beruhen, daB unveriindertes Methylglyoxal 
abdestilliert und seine Mengen sich nur schwer konstant halten 
lassen. 

Friedemann, Cotonio und Shaffer’) suchten dieser 
Schwierigkeit durch Anwendung eines wirkungsvollen RiickfluB- 
kiihlers zu begegnen und fanden so tatsichlich Milchsiurewerte, 
die um héchstens 1°/, von den in Abwesenheit stérender Sub- 
stanzen ermittelten Sollwerten abwichen. Indessen scheinen sich 
die Bedingungen fiir eine ausreichend wirkungsvolle RiickfluB- 
kiihlung nicht immer leicht erfiillen zu lassen, denn GirSavi¢éius: 
und Heyfetz*) beobachteten einige Jahre spiter trotz Riicktlub- 
kiihlung noch starke UnregelmiBbigkeiten. 

Ks erschien deshalb wiinschenswert, die von Methylglyoxal 
und analogen Verbindungen herriihrenden Stérungen auch aut 
andere Weise auszuschalten und so die Milchsiurebestimmung 
sicherer in die Hand zu bekommen. Dazu ist es notwendig, das 
Methylglyoxal entweder zu entfernen oder zu zerstéren. Neuberg 
und Mitarbeiter®) konnten die Entfernung durch Ausfillen als 
Osazon erreichen, wihrend Aryiama®) durch Abdampfen zu 
diesem Ziele zu gelangen versuchte. Bequemer laBt sich aber 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIT. 1 
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9 Erwin Bauer und Fritz Ziegler, 


ach unseren Erfahrungen die oxydative Zerstérung des Methy]- 
glyoxals durch Wasserstofisuperoxyd handhaben. GirSaviéius und 
Heyfetz zogen diese Méglichkeit bereits in Betracht, lieBen die 
Methode aber bald wieder fallen, weil unter den von ihnen an- 
gewandten Bedingungen — sie oxydierten in alkalischer Lésung — 
nicht nur das Methylglyoxal, sondern auch die Milchsiure in 
betrichtlichem MaBe angegriffen wird. Die gleichzeitige Oxydation 
der Milchsiure 148t sich aber vermeiden, wenn man die Hin- 
wirkung des Wasserstoffsuperoxyds nicht in alkalischem, sondern 
in sauren “fedium vor sich gehen lift. Unsere Modellversuche 
zeigen, dab unter diesen Bedingungen auch bei 20 Minuten langem 
Sieden keine nennenswerten Milchsiureverluste auftreten. 


Versuehsteil. 


Zur Milchsiurebestimmung diente eine modifizierte Apparatur 
nach Fiirth-Charnass, deren Einzelheiten hier ohne Be- 
deutung sind. 


Zerstorung des Methylglyoxals durch Oxydation mit Wasserstoff- 
superoxyd. Das mit Mangansulfat—Schwefelsiure versetzte Gemisch 
von Methylglyoxal und Milchsiure wird im Kjeldahlkolben der 
Bestimmungsapparatur mit etwa dem 10fachen UberschuB an 
Wasserstofisuperoxyd versetzt und auBerhalb der Apparatur 5 Min. 
zum Sieden erhitzt. Nach Beendigung der Oxydation wird gut 
gekiihlt und dann der gréSte Teil des noch unzersetzten Wasser- 
stofisuperoxyds mit Kaliumpermanganat*) in sorgfiltiger Titration 
unter gutem Umschwenken zerstért. AnschlieBend normale Milch- 
siurebestimmung mit entsprechend verdiinntem Kaliumpermanganat 
unter den iiblichen VorsichtsmaBregeln. Jodometrische Titration 
n/100-Jod. 


Milchsiure in Gegenwart von Methylglyoxal. 1 ccm einer ver- 
diinnten Methylglyoxallésung, die in Anlehnung an Neuberg‘) 
aus Dioxyaceton dargestellt worden war und nach vollstindiger 
Verseifung mit NaOH bei der Milchsiurebestimmung 31,8 ccm 
n/100-Jod entsprach, wurde mit wechselnden Mengen einer Milch- 
siiurelésung versetzt, von der 1 ccm — bei Abwesenheit von 
Wasserstofisuperoxyd bestimmt — eine Milchsiuremenge, ent- 
sprechend 2,63 ccm n/100-Jod enthielt. Es wurden 10 ccm einer 
Mangan—Schwefelsiure-Lésung (100g Mangansulfat und 284 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure pro Liter enthaltend) und 0,1 ccm 


*) Statt KMnO, liBt sich beispielsweise auch Bisulfit verwenden. 
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Zur Bestimmung der Milchsiure in Gegenwart von Methylglyoxal. 3 


Perhydrol zugegeben, mit Wasser zu etwa 60 ccm aufgefillt und 
dann nach Zufiigung von Siedesteinchen zum Sieden erhitzt. Nach 
einer Siedezeit von 5 Minuten wurde in Eiswasser gekiihlt, durch 
Zugabe von 25 cem n/20-KMnQ,, das sofort verbraucht wurde, 
der gréBte Teil des iiberschiissigen Wasserstoffsuperoxyds zerstért 
und anschlieBend eine normale Milchsiurebestimmung durchgefiihrt 
n/250-KMnQ,). 





Tabelle 1. 











pins mel ccm n/100-Jod ; a Im Durchschnitt 
cegebene pro eem Milchsiiure 
Milchséure a ts ‘“ | b : b! 
0,0 0,05 0,03 — — 
0,5 1,32 bat 2,54 a 
1,0 2,68 2,65 2,63 | 2,62 aint i 
2,0 5,12 5,06 2,54 2.58 2,04 2,58 








Die Siedezeit der Versuchsreihe ,,b* betrug 20 Minuten. Die 
Durchschnittswerte sind identisch und stimmen mit dem Sollwert 
(innerhalb der normalen Bestimmungsfehler) iiberein. Milchsiure- 
oxydation tritt also unter den Versuchsbedingungen in nennens- 
wertem Umfang nicht auf. 


Milchsaure in Gegenwart von Methylglyoxal und Leberextrakt. 
Frische Rinderleber wurde in einer Latapiemiihle zerkleinert und 
mit 2 Teilen Wasser verriihrt. Die abgeschleuderte Restlésung 
wurde iiber Nacht gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert und 
dann mit dem 3fachen Volumen Aceton gefillt. Die Fallung 
wurde mit Aceton und Ather und schlieBlich im Vakuumexsiccator 
getrocknet. Aus dem Trockenpulver wurde durch Extraktion mit 
Wasser (1:20) und darauffolgendes Abschleudern ein gelb-klarer 
Extrakt gewonnen = Enzymlésung. Ausfiihrung der Bestimmungen 
wie vorher. 

Weder im Versuch Tab. 2, noch im nachfolgenden Versuch 
wurde vor der Milchsiurebestimmung eine EnteiweiBung vor- 
genommen, da sich die durch den Leberextrakt hervorgerufenen 
Stérungen in befriedigender Weise konstant halten lieben. Im 
allgemeinen wird sich bei héherem EiweiBgehalt allerdings eine vor- 
herige EnteiweiBung, z. B. mit Natriumwolframat, empfehlen (vgl. 
Tab. 4), da die wihrend der Bestimmung auftretende Zersetzung 
des EiweiBes unter Umstinden schwer kontrollierbare Unregel- 
maBigkeiten mit sich bringen und den durch die Ausschaltung des 
Methylglyoxals erreichten Vorteil wieder illusorisch machen kann. 

1 
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Tabelle 2. 








hydrol. Weiteres Verfahren wie angegeben. 





Jod- Jod- 
verbrauch verbrauch 
pro 1 ccm 
cem 0/100} Milchsiure 
Blindwert ..... ._.<.o so” 0,05 
1 cem Milchsaure, direkt eeennt oe 2,70 2,65 
1 cem Milechséiure, 15 Min. mit Perhydrol alae 2,64 2,59 
1 cem Methylglyoxal, 5 Min. mit Perhydrol gekocht 0,12 
1 ccm Methylglyoxal + 1 ccm Milchsiiure, 5 Min. 
mit Perhydrol gekocht. . .. . 2,75 2,63 
0,5 cem Enzymlosung, 5 Min. mit Perhy deol wehaielet 0,60 
0, 5 cem Enzymlésung + 1 cem Methylglyoxal, 5 > Min. 
mit Perhydrol gekocht . pe 0,70 
0,5cem Enzymlsg. + 1 cem Methylglyoxal + leem 
Milchsiiure, 5 Min. mit Perhydrol gekocht . 3,30 2,60 
0,5cem Enzymlésung + 1 ccm Milchsiure, 5 Min. 
mit Perhydrol gekocht. ......... 3,21 2,61 


Bestimmung von Methylglyoxalase. Die Bereitung der Enzym- 
lésung ist vorstehend angegeben. Ansatz: 5ccm m/7-Bicarbonat- 
puffer p,, = 7,0, 1ccm Methylglyoxallésung, wie oben, Glutathion. 
Enzym, Verstépseln, 30 Minuten bei 30°, p, =7, Unterbrechung 
der Enzymreaktion mit Mangansulfat—Schwefelsiure, Uberspiilen 
des Reaktionsgemisches in den Destillierkolben, Zugabe von Per- 











hielten auBer den in der Tab. + angegebenen 


schaltung enzymatischer Umsetzungen). 





Tabelle 

ecm meg eem n/100-Jod nach Differenz 
Enzym Glutathion | 9 Minuten 30 ‘Minuten |0—30 Minuten 
0,25 0,2 0,55 5,10 5,00 

0,25 0,4 0,55 10,90 10,35 

0,50 0,0 0,48 0,43 — 

0,50 0.2 0.48 10,90 10,42 

0,50 0,4 0,48 21,15 20,67 

1,00 0,2 0.55 22,00 21,45 

1,00 0,4 0.55 29,80 *) 29,25 





*) Methylglyoxal fast vollstiindig verbraucht! 


EnteiweiBung vor der Milchsaurebestimmung. Lie Ansiitze ent- 
ad ccm 
m/5-Phosphatpuffer und 10 cem 10° ige Schwefelsiiure (zur Aus- 
Zur EnteiweiBung wurden 
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Zur Bestimmung der Milchsiure in Gegenwart von Methylglyoxal. 5 


die Ansaétze in 50 ccm-MeBkélbchen iiberspiilt, die 5 ccm einer 
10 °/,igen Natriumwolframatlésung enthielten. Nach Auffiillen bis 
zur Marke wurde die entstandene Fiallung abgeschleudert oder 
filtriert. Von der Restlésung wurden 40 ccm (= */, des Gesamt- 
ansatzes) in den Destillierkolben einpipettiert. Zugabe von 10 ccm 
Mangansulfat—Schwefelsiure + 10 com H,O + 0,2 ccm Perhydrol. 
( Minuten langes Sieden (Siedesteinchen!), wobei das Perhydrol 
fast vollkommen zersetzt wurde, so daB eine nachtrigliche Zer- 
stérung mit KMnQ, iiberfliissig war. (Bei Zugabe von 2—4 ccm 
n/20-KMnO,-Lésung trat schon dauerhafte Rosafairbung auf!) 
Oxydation mit n/100-KMnQ,. 


Tabelle 4. 














Extrakt aus Trockenprip. = E — = , Jod- , 

Methylglyoxal ..... = MG. | te | “ore wey ; 

Milchsiiure*). . . . - . = MS. ecm n/100 | 0,8 cem MS.]} 1 cem MS. 
WH BB 6 6 6s es ee ee 0,40 — --- 
2eem E+1cem MG. ...... 0,55 — os 
2cem E + leem MG. + 1 ecem MS. 2,20 1,65 2,06 
2cem E + 1eem MG. + 0,5eem MS. 1,40 1,70 2,12 
2cem E + 1eem MG. + 2 cem MS. 3,90 1,68 2,10 
1 cem MS., direkt bestimmt (ohne 

H,O0,-Behandlung) .... . 2,15 1,72 2,15 


*) Die hier verwendete Milchsiurelésung hatte eine andere Konzentration 
als die zu den friiheren Versuchen verwendete. 


Die zugesetzte Milchsiure wird also in durchaus befriedigender 
Weise in der Restlésung wieder gefunden. 
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mit konzentrierter Magnesiumchloridlésung. 


Von 
Karl Schuster. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Deutschen Universitit in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1937.) 


Beim Studium der Gallertmasse von Rhizostoma war es 
Zeynek und Dimter aufgefallen'), daB unter den Produkten 
der Hydrolyse Cystin nicht auffindbar war, wihrend freier Schwefel 
nachgewiesen werden konnte. Das Untersuchungsmaterial war 
wegen des geringen Gehalts der Gallertmasse an organischen 
Substanzen [weniger als 1°/,°)] zur weiteren Verarbeitung ein- 
gedampft worden mit den die Gallertmasse durchtriinkenden Salzen 
des Meerwassers, bis zur Ausfillung von Chlornatrium. 


Es lag nahe zu vermuten, dab die Fliissigkeit, die schlieBlich 
im wesentlichen eine hochkonzentrierte, mit Chlornatrium ge- 
sittigte Magnesiumchloridlésung war, urspriinglich vorhandenes 
Cystin zersetzt haben mochte. In der Tat gab Cystin selbst, in 
analoger Weise stundenlang erhitzt, Schwefelwasserstoff und freien 
Schwefel ab; schlieBlich war Cystin iiberhaupt nicht mehr nach- 
weisbar. So schien es von Interesse zu sein, die Resistenz von 
gebundenem Cystin, besonders in den so  widerstandsfaihigen 
menschlichen Haaren, gegen siedende Magnesiumchloridliésung zu 
studieren, zumal sogar recht eingreifende Spaltungs- und Oxy- 
dationsverfahren den Cystinkomplex von Haaren verhiltnismiBig 
wenig alterieren *). 

Die hier zu beschreibenden Versuche zeigten eine nicht er- 
wartete Empfindlichkeit des in Haaren gebundenen Cystins, und 
noch andere Verainderungen des Haars nach lingerem Kochen 
in der konzentrierten Salzlésung. 


1) Diese Z. 237, 251 (1935). *) Vgl. Mh. Chem. 1912, 594. 
8) Vgl. Stary, Diese Z. 144, 171 (1925). 


Uber die Zersetzlichkeit von menschlichem Haar beim Kochen 
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Uber die Zersetzlichkeit von menschlichem Haar beim Kochen usw. j 


Haarabfille wurden zuerst mit oft gewechseltem warmem Seifen- 
wasser, dann mit destilliertem Wasser, ausgiebig gewaschen, hierauf mit 
Aceton, schlieBlich mit Ather erschépfend extrahiert. Um eventuell vor- 
handenen elementaren Schwefel, wie er in lange verwahrten Haaren hiiufig 
nachweisbar ist, sicher zu entfernen, wurden sie noch mit siedendem Benzol 
extrahiert. Nach dem Trocknen wurden die gereinigten Haare vor Luft 
und Feuchtigkeit geschiitzt verwahrt. Ihr Schwefelgehalt betrug 4,61°/,, 
der Stickstoffgehalt 16,20°/,. 

Teile dieses Ausgangsmaterials wurden einerseits durch 30 Stunden, 
andererseits 100 Stunden lang, mit einer 40°/, igen Magnesiumchloridlésung 
(MgCl, +6H,0O) gekocht, welcher bis zur Siittigung Chlornatrium zugesetzt 
worden war, um die Salzzusammensetzung jener des eingedampften Meer- 
wassers iihnlich und die Untersuchung mit der von Quallengallerte besser 
vergleichbar zu machen. Der Siedepunkt der Fliissigkeit lag bei ungefiihr 115°; 
elektrometrisch bestimmt py = 6,6. Das Kochen geschah in Kolben, die 
durch einen Glasschliff mit einem RickfluBkiihler verbunden waren, und 
in welche durch ein eingeschmolzenes Glasrohr Stickstoff eingeleitet wurde. 
Am oberen Ende des Kiihlers waren kleine Absorptionsapparate befestigt, 
von welchen der erste zur Absorption von Ammoniak verdiinnte Schwefel- 
siiure, der folgende zur Absorption von Schwefelwasserstoff verdiinnte 
Lauge enthielt. Nach Unterbrechung des Kochens wurde das Kiihlrohr 
auf sublimierten Schwefel untersucht. 

100 g der gereinigten Haare gaben nach 100stiindigem Kochen 0,18 g 
Schwefel als Schwefelwasserstoff und 0,024 g Ammoniak in die Absorptions- 
apparate ab, die Menge des sublimierten Schwetels war minimal. 

Die von den Haaren getrennte Salzlésung, vereinigt mit den Wasch- 
wiissern, enthielt 1,024 g Stickstoff, wovon 0,141 g anorganischen Ammonium- 
stickstoff (NH,Cl). Schon nach 30stiindigem Kochen waren in der Salz- 
losung 0,331 g N, wovon 0,076 g anorgan. = NH,-Stickstoff, gefunden wurden. 
Die Lésung gab eine geringe Biuret- und Schwefelblei-Reaktion, nach der 
Oxydation auch nur sehr geringe Mengen von Schwefelsiiure, so da8 eine 
quantitative Schwefelbestimmung unterblieb. 

Die Haare hatten durch 100stiindiges Kochen 6,4°/, des Aus- 
gangsgewichts verloren. Bei folgendem Auskochen mit Benzol 
gaben sie an dieses nur Spuren von Schwefel ab. 

Durch das Kochen in der Salzlésung haben sich die Haare 
nicht sichtlich veriindert, doch waren sie briichiger als das 
urspriingliche Haar und zeigten als besonders auffillige Eigenheit, 
daB sie, durch eine Woche mit n/10-Natronlauge im brutschrank 
verwabrt, zu homogen gallertigen Massen zerfallen, wihrend nicht 
vorbehandeltes Haar in dieser Zeit seine Haarform behalten hatte. 
Aus diesem verschiedenen Verhalten ist wohl zu schlieBen, dab 
eine — von vornherein nicht erwartete — Lockerung der Struktur 
durch die Wirkung der kochenden Salzlésung eingetreten ist. Der 
Stickstoffgehalt der gekochten Haare betrug nur 15,31°/,. Hervor- 
vehoben sei, daB die so gekochten Haare nicht Trypsin-verdaulich 









8 Karl Schuster, Zersetzlichkeit von menschlichem Haar usw. 

























geworden sind. Im Wassergehalt war kein Unterschied zwischen 
beiden Proben numerisch vorhanden. Beim Erhitzen im Vakuum 
zum konstanten Gewicht war der Gewichtsverlust bei beiden gleich 


groB, namlich 11,4°/,. 
Nach der Hydrolyse mit rauchender Salzsiure waren aus 
den durch 30 Stunden gekochten Haaren 0,55°/, Cystin ab- aus 


scheidbar, aus den durch 100 Stunden gekochten Haaren war in 
mehreren Versuchen iiberhaupt kein Cystin isolierbar. Dagegen 
diirfte das dem Cystin entsprechende Disulfid der Oxypropion- 
sure (Desaminocystin) im Verband des Keratins erhalten ge- 
blieben sein. 


Aus dem im Vakuum eingedampften Hydrolysat wurde die Salzsiiure 
unter Aufnahme des Destillierriickstands mit Wasser und erneutem Ab- 
dampfen im Vakuum méoglichst entfernt. Hierauf wurde mit Natronlauge 
neutralisiert, eingedampft und mit absolutem Weingeist ausgekocht. Die \ 
alkoholische Lésung wurde fraktioniert mit Ather gefillt. Jene Frak- 
tionen, welche die Schwefelbleiprobe, und nach Hydrierung auch die 
Nitroprussidreaktion am stirksten gaben, wurden nach der Vorschrift von 
C. Neuberg und E. Ascher’) verarbeitet. Baryum- wie Silberfillungen 
wurden analog erhalten wie aus Desamidocystin, jedoch gelang es nicht, daf 
stimmende Analysenzahlen aus den Hydrolyseprodukten zu erhalten. Dieser 


MiBerfolg kann auch auf die Schwierigkeit der Isolierung von Desamido- oe 
eystin bezogen werden; mit Cystin selbst wurden nach Desamidierung die kel 
richtigen Silberwerte des Desamidocystins erhalten. Ru 
Der Schwefelgehalt des mit MgCl, durch 100 Stunden ge- 1D 
kochten Haares war im _ wesentlichen erhalten geblieben. In Wi 
diesem Sinne sind diese Versuche mit jenen der Hydrolyse der src 
Quallengallerte nicht in Einklang zu bringen, dagegen ist das sta 
Fehlen elementaren Schwefels wohl durch den AusschluB der Ti 
Luft bei diesen Versuchen zu erkiaren. | as 
34 


1) Bioch. Z. 3, 452 (1907). 
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Untersuchung iiber die Konstitution von ,,Artostenon“, 
einem Sterinketon 
aus der indischen Sommerfrucht ,,Artocarpus integrifolia”. 


I. Isolierung und Reinigung. II. Nachweis einer Doppelbindung. 
iI. Reduktion des Artostenon. 


Von 
Madhab Chandra Nath’). 


Mit 3 Figuren auf Tafel I. 


‘Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitat Dacca.) 


‘Der Schriftleitung zugegangen am 14. Februar 1937.) 


Die jiingsten Beobachtungen von Windaus und Mitarbeitern ”), 
daB auBer Ergosterin auch andere Sterine zu antirachitisch wirk- 
samen Stoffen werden kénnen, die Entdeckung der Uberfiihrbar- 
keit von Epi-dihydrocholesterin in minnliches Sexualhormon durch 
Ruzicka‘) und die Uberfiihrung von Stigmasterin aus Sojabohnen 
in Corpus-luteum-hormon [fast gleichzeitig durch zwei deutsche 
Wissenschaftler, Butenandt*) und Fernholz®)| haben erneut ein 
groBes Interesse an der Chemie der Sterine und verwandter Sub- 
stanzen hervorgerufen und ein erneutes Suchen nach solchen im 
Tier- und Pflanzenreich. Sterine sind als Bestandteile des Milch- 
saftes verschiedener Pflanzen nachgewiesen worden. So isolierten 
Basu und Nath®) ein neues Sterin ,,Kalosterol* aus dem Milch- 
saft von Kalotropis gigantea; ein anderes wurde von Basu und 
Chakravorty im Milchsaft von Carica Papaya gefunden (unver- 
ffentlichte Beobachtung aus diesem Laboratorium). 


1) Lady Tata Memorial Scholar. 

*) Windaus, Lettré u. Schenck, Liebigs Ann. 520, 98 (1935). 

°) Ruzicka, Goldberg u. Brungger, Helvet. chim. Acta 17, 1389 
1934); Ruzicka, Brungger, Eichenberger u. Meyer, ebenda 1%, 
1407 (1934). 

4) Butenandt, Westphal u. Cobler, Ber. chem. Ges. 67, 1611 
1934); Butenandt u. Westphal, ebenda 67, 2085 (1934). 

5) Fernholz, ebenda 67, 1885, 2027 (1934); Fernholz u. Chakra- 
vorty, ebenda 67, 2021 (1934). 
*) Basu u. Nath, Biochemic. J. 28, 1561 (1934). 
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Artocarpus integrifolia, eine indische Sommerfrucht, wird in 


































allen Teilen Indiens viel verzehrt und soll medizinische Wirkungen du: 
besitzen. Die Frucht enthilt in der Reife eine groBe Menge Latex, Es 
dessen wasserunléslicher Teil einige der Farbreaktionen der Sterine 16s 
gibt. Der Gehalt an Milchsaft betrigt bei einer ausgewachsenen At 
reifen Frucht 15—50 ccm, wihrend die noch griine Frucht nur het 
einige T'ropfen liefert. Sie verhiilt sich so umgekehrt wie die 
Carica Papaya-frucht, die unreif die maximale Menge Latex, reif 
fast nichts ergibt. Die Isolierung und Reindarstellung eines sterin- ail 
ithnlichen Stoffes aus dem Unverseifbaren des Atherextraktes von 
getrocknetem Latex reifer Artocarpus integrifolia-friichte und Ver- 
suche, einen Kinblick in die Konstitution dieser Verbindung zu de 
erlangen, sind Gegenstand vorliegender Untersuchungen. Bol 
I. Isolierung und Reinigung des sterinahnlichen Stoffes. 
Der aus den frisch zerschnittenen reifen Friichten gesammelte - 
Milchsaft wurde bei 60° im Vakuum zu einer dicken Paste ein- Sy 
gedickt, welche im Vakuumexsiccator getrocknet und mit iiber j 
Natrium getrocknetem Ather extrahiert wurde. Von 525 Friichten ae 
, — ey — fii 
(etwa 1'/, Tonnen) wurden 26,5 Liter Saft gewonnen und aus i 
diesem 255 g iitherlésliche Substanz erhalten. Diese wurde mit ' 
5°/,iger alkoholischer Kalilauge verseift, die Hauptmenge des He 
Alkohols abdestilliert und die braune Lésung in groBen flachen ” 
Behiltern abkihlen gelassen, wobei sich an der Oberfliiche eine 
halbfliissige Masse abschied. Diese wurde durch mehrfaches Aus- 
waschen mit destilliertem Wasser nahezu vollstiindig von Alkali 
und Farbverunreinigungen befreit und das Verseifbare dabei zum 
gréBten Teil entfernt. Der Riickstand wurde im Vakuum ge- | ve 
trocknet und mit Ather extrahiert, wobei 125 g Rohprodukt er- Ww 
halten wurden. Diese wurden 2 mal aus Essigester—Aceton—Alkohol 
(8:4:1) 3mal aus Aceton und 7 mal aus einer Alkohol—Benzol- di 
mischung (3:1) umkrystallisiert. Es wurden 25,6 g hochgereinigte at 
Substanz erhalten, die scharf bei 109° schmolz und bei weiterer A 
Umkrystallisation kein Steigen des Schmelzpunktes und keine A 
Anderung der Drehung mehr zeigte. Krystallform vgl. Fig. 1, Taf. I. iY, 
Im ganzen wurde fir die vorliegende Untersuchung der Saft oo 
von etwa 3500 Friichten aufgearbeitet. : H 


Nach seinen im folgenden zu besprechenden EKigenschafteu - 
ist der Stoff chemisch als ein den Sterinen verwandtes Keton aut- li 
zufassen. Wir schlagen deshalb fiir ihn den Namen .,Artostenon* d 
nach seinem Vorkommen in Artocarpus integrifolia vor. d 
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Kigenschaften. Artostenon wurde in schénen farblosen, 





zen durchsichtigen Krystallen vom scharfen Schmelzp. 109° erhalten. 
aX, Ks ist unldéslich in Wasser oder anorganischen Siuren und Alkalien, 
oan lost sich aber leicht in fast allen organischen Lisungsmitteln wie 
eon Ather, Chloroform, Benzol usw. In Alkohol und Aceton ist es 
a bedeutend leichter léslich wie Kalosterol aus Kalotropis gigantea. 
die 0,15 
tp Artostenon dreht rechts [«]?? in abs. Alkohol = + 19,86° ini 
ei 4-0,1888 
in- ies j 100 - 1,02 
wat und [#]2° in Chloroform = + 23,44° - 10876 
‘di Die Dichte wurde bestimmt nach der Methode von Retger 
- durch Suspension in einer wiBrigen Lésung von Natriumsulfat 
gleicher Dichte, deren spezifisches Gewicht bestimmt wurde. Sie 
betragt 1,083°. 
; Das Molekulargewicht, kryoskopisch mit Benzol als Lésungs- 
e 


mittel bestimmt, wurde zu 407,3 gefunden. 20 ccm Benzol, 0,4325 ¢ 
' @ Substanz, 4 = 0,311° 


. Die krystallographische Analyse mittels Réntgenstrahlen ergab 
ns fir das Molekulargewicht den Wert A242 (Kinzelheiten vgl. in 
+ elner spiteren Mitteilung). Aus den Verbrennungsdaten errechnet 
sich die Summenformel C,,H,,O und damit ein Molekulargewicht 
: von 426°. 

e 5,060, 4,615 mg Subst.: 15,711, 14,287 mg CO,, 5,412, 4,946 mg H,0. 
\- Fiir C,,H,;,0 Ber. C 84,51 H 11,74 

if Gef. ,, 84,65, 84,41 ,, 11,96, 11,99. 
“ Zur Kontrolle der Mikroapparatur wurde vor und nach jeder Serie 
: von Verbrennungen reines Cholesterin analysiert, wobei itibereinstimmende 
- Werte erhalten wurden. 

Nachweis einer Ketogruppe im Artostenon. Zu Beginn 
: der Untersuchung mufte die Natur des einen Sauerstoffatoms 
/ aufgeklirt werden. Da’ es nicht als primire oder sekundiire 
, 


Alkoholgruppe vorlag, ging daraus hervor, daB in Pyridin kein 
Acetyl- oder Benzoylderivat erhalten werden konnte. Aus der 
Tatsache, da& es in Chloroform oder Benzol nicht mit Phenyl- 
isocyanat reagiert, wurde auf die Abwesenheit auch eines tertidéren 
Hydroxyls geschlossen. Da bei einer Zeiselbestimmung (Methode 
von Perkin) kein Silberjodid abgeschieden wurde, enttiel die Még- 
lichkeit des Vorhandenseins einer CH,O- oder C,H,O-Gruppe, 
durch die Unléslichkeit auch in siedenden wiibrigen Alkalien auch 
die einer phenolischen OH-Gruppe. 
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Artostenon bildet ein prichtiges Monoxim sowie ein Semi- 
carbazon und zeigt damit an, daB das Sauerstoffatom entweder 
in Form einer Keto- oder einer Aldehydgruppe vorliegt. Da die 
Substanz kein Reduktionsvermégen gegeniiber ammoniakalischer 
Silbernitratlésung oder Fehlingscher Lésung besitzt, und fuchsin- 
schweflige Siure nicht rétet, kann sie keine Aldehydgruppe tragen. 
Artostenon muB daher als festes Keton angesehen werden. 

Die Ketogruppe befindet sich nicht in der Gruppierung 
CH,CO—CH,— in der Seitenkette, da Artostenon keine Jodo- 
formreaktion. gibt, auch wenn man 24 Stunden lang stehen 1aBt. 
Weitere Einzelheiten iiber die Stellung der Ketogruppe folgen 
weiter unten. 

Oxim. 0,5 g Artostenon wurden in 3—5cem Alkohol gelést, 0,15 g 
Hydroxylamin-hydrochlorid und ein Uberschu8 von Natriumacetat zugefiigt, 
die Mischung erwiirmt, schlieBlich mit H,O verdiinnt und ausgeiithert. Die 
nach dem Abdunsten des Athers erhaltene feste Masse wurde 2mal aus 
absolutem Alkohol umkrystallisiert und das Oxim in schénen nadelférmigen 
Krystallen vom scharfen Schmelzp. 175° erhalten, der sich bei weiterem 
Umkrystallisieren nicht dinderte. Krystallform vgl. Fig. 2, Taf. I. 

4,947 mg Subst.: 14,827 mg CO,, 4,959 mg H,O. — 6,834 mg Subst.: 
0,189 cem N, (26°, 756,8 mm). 

Fiir C,,H.;,ON Ber. C 81,64 H 11,54 N 3,20 
Gef. ,, 81,75 ,, 11,21 ,, 8,22. 

Semicarbazon. Zu 0,5 g Artostenon in 5cem Alkohol wurde eine 
wiBrige alkoholische Lisung von 0,4 g Semicarbazidhydrochlorid und 1 g 
Natriumacetat hinzugefiigt. Die Mischung wurde 6 Stunden lang unter 
Riickflub gekocht, der Alkohol dann z. T. verdampft, abgekiihlt, mit Wasser 
verdiinnt und ausgeiithert. Der feste Abdampfriickstand lieferte, aus ab- 
solutem Alkohol-Benzol 3:1 umkrystallisiert, das reine Semicarbazon in 
schénen Krystallen vom Schmelzp. 203—204° (Zers.). 

4,435 mg Subst.: 12,514 mg CO,, 4.4837 mg H,O. — 4,176 mg Subst.: 
0,833 eem N, (26°, 756,8 mm). 

Fiir C,,H,,0N, Ber. C 77,02 H 1097 N 8,69 
Gef. ,, 76,95 » », 8,68. 

Farbreaktionen des Artostenon. 1. Reaktion nach 
Liebermann-Burchard: Orange, das sich langsam in rot (mit 
schwach griiner Fluorescenz) und ganz langsam in hellgriin um- 
wandelt. 2. Reaktion nach Salkowski: Chloroformschicht farb- 
los, Secon rot (ohne ausgesprochene Fluorescenz); auf Zusatz 
von Eisessig zur Chloroformschicht Auftreten einer violetten Fir- 
bung in der Saureschicht (keine Fluorescenz), 3. Die Reaktion 
von Tortelli-Jaffé gab nur sehr schwach griine Farbung. Eine 
2°/, ige Brom- chloroformlésung, sorgtiiltig zur Lésung der Substanz 
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in Eisessig zugefiigt, ergab einen griinen Ring zwischen den 
Schichten. 4. Mit dem Reagens von Rosenheim, Trichloressig- 
siure, sowie mit Chloralhydrat keine Farbungen. Eine Lésung 
von 2,5 g Quecksilberoxyd in 10 ccm konzentrierter HNO, zu einer 
Lésung von 5mg Artostenon in Chloroform zugefiigt, ergab folgende 
Farbfolge: Gelb — Orange — Rot — Gelb —Olivgriin. 5. Bei der 
Reaktion nach Kahlenberg — Zusatzvon Antimontrichlorid-chloro- 
form zu der Chloroformlésung der Substanz — wurde eine brillante 
rote Firbung beobachtet. Diese Reaktion galt bisher als spezifisch 
fir Ergosterin. 6. Bei der Reaktion nach Messemaecker — 
Zusatz von Zinkchlorid—Eisessig zur Hisessiglésung der Sub- 
stanz — beobachtete man gelbe Farbe, die spiiter in gelblichgriin 
umschlug. 7. Anders als die Sterine gibt Artostenon mit Rohr- 
zucker starker Schwefelsiure eine ausgesprochene violettrote Farbe, 
zeigt also hierbei eine Verwandtschaft mit den Gallensiuren. 

So gibt Artostenon also mehrere der spezifischen Farbreak- 
tionen der Sterine. Der positive Ausfall der Reaktionen von 
Kahlenberg und Messemaeker deutet auf Beziehungen zum 
Ergosterin. 

II. Die Doppelbindung im Artostenon. 


Die Alkohole und Ketone der Sterinreihe sind gewdéhnlich 
ungesattigte Verbindungen. Die Zahl der Doppelbindungen schwankt 
zwischen 1 und 4. Es hat sich gezeigt, daB das Vorhandensein 
einer Doppelbindung unbedingte Voraussetzung dafiir ist, daB ein 
Sterin antirachitische EKigenschaften erlangen kann. Durch eine 
kiirzlich erschienene Arbeit von Windaus, Lettré und Schenck") 
ist dieser Punkt weiter geklirt worden. Sie haben gezeigt, daB 
die Einfiihrung einer neuen Doppelbindung zwischen C, und (, 
in das Cholesterinmolekiil einen geheimnisvollen EinfluB auf dessen 
Uberfiihrbarkeit in einen anti-rachitisch wirksamen Stoff hat, 
daB dagegen die physiologische Wirksamkeit nicht abhingig ist 
von einer bestimmten GréBe des Molekiils, sondern von der Lage 
der in ihm enthaltenen Doppelbindungen. Der im folgenden ab- 
gehandelte Sittigungsgrad des Artostenon wurde mittels dreier 
Methoden bestimmt. 

1. Bromierung nach Reindel*). Diese Methode zur Bestim- 


mung der Zahl von Doppelbindungen besteht darin, dab man zur 
Lésung der Substanz in Tetrachlorkohlenstoff bei 0° n/10-Brom- 


’) Liebigs Ann. 520, 98 (1935). 
8) Reindel u. Niederliinder, Liebigs Ann. 475, 147 (1929). 
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lésung zufiigt und das nach 4stiindigem Schiitteln bei 0° nicht 
gebundene Brom nach Zusatz von 10°/,iger KJ-Lésung mit Thio- 
sulfat bestimmt. Wiahrend der Reaktion gebildeter Bromwasser- 
stoff kann nach Zusatz von Kaliumjodat aus dem hieraus frei 
gemachten Jod bestimmt werden. Die hieraus gewonnenen Werte 
zeigt Tab. I. Es werden also 6 Bromatome pro Molekiil Arto- 
stenon verbraucht, 2 davon werden als HBr wiedergefunden. 
Demnach treten 2 Bromatome substituierend in das Molekiil ein, 
2 andere durch Anlagerung, wodurch das Vorhandensein nur einer 
Doppelbindung — wie schon aus der geringen spezifischen Drehung 
vermutet werden konnte — sicher erwiesen ist. 

Isolierung des Bromkérpers. Dieser Schlu8 iiber den 
Verlauf der Bromierung konnte weiterhin gesichert werden durch 
die Isolierung und Analyse des entstandenen Bromkorpers, wobei 
die Formel des Artostenon C©,,H,,O eine weitere Bestiitigung 
erfuhr. 

Nach der Titration des Jods wurde die Tetrachlorkohlenstoff- 
lésung wiederholt mit destilliertem Wasser gewaschen. Der beim 
Verdampfen des CCl, verbleibende feste Riickstand wurde 2 mal 
aus Alkohol—Benzol (8:1) umkrystallisiert und so in derben, 
glinzenden, spréden Krystallen vom Schmelzp. 160° erhalten 
(Fig. 3, Tafel I. Brom wurde nach der Methode von Piria und 
Schiff bestimmt. 

5,476 mg Subst.: 9.70 mg CO,, 
0,1466 ¢ AgJ. 

Fiir C,,H,,OBr, Ber. C 4839 H 6,45 Br 43,0 
Gef. ,, 48,31 »» 6,54 5, 43,4. 

2. Reaktion mit JBr (Jodzahlbestimmung, vgl. hierzu Tab. II). 
Auch nach dieser Methode wurde nur 1 Doppelbindung im Arto- 
stenon gefunden. Man ersieht aus der Tabelle, daB man etwas 
zu hohe Werte findet, wenn man die Bestimmung, wie iiblich, 
bei 30° ausfiihrt, dagegen sehr gute Resultate erhalt, wenn man 
bei 0° arbeitet. Abhnliche Beobachtungen sind auch schon von 
anderer Seite gemacht worden®). Man kann die zu hohen Werte 
wohl einem Bromverlust bei Zufiihrung der JBr-Lésung und beim 
Offnen der GefiiBe zuschreiben und sollte daher bei 0° arbeiten. 
Die Reaktion ist nach 31/, Stunden eben vollstindig. 

8. Katalytische Hydrierung. ei der direkten Hydrierung des 
a-Ergostenon mittels Platinkatalysator hat Reindel?®) gefunden, 
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211 mg H,O. — 0,1438 g Subst.: 


*) Sarker, J. Ind. Chem. Soe. 12, 547 (1935). 
*) Reindel, Liebigs Ann. 466, 131 (1928). 
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da8 nicht alle 3 Doppelbindungen abgesiittigt werden; eine, welche 
nicht in «, #-Stellung zur Ketogruppe steht, bleibt erhalten. Diese 
Methode ist daher nicht nur anwendbar fiir die Bestimmung der 
Zahl von Doppelbindungen in Stoffen wie den Sterinen und 
Sterinketonen, sondern gibt auch gewisse Einblicke in ihre Lage 
in bezug auf eine Ketogruppe. Der Pt-Katalysator wurde nach 
der Methode von Willstatter und Waldschmidt-Leitz™) mit 
folgenden Anderungen dargestellt. 

Kurz vor dem Ausfallen des Pt-Schwarz wurde Asbestpulver, 
das mit Siure, Alkali und durch Gliihen sorgfiltig gereinigt war, 
zu der Platinchloridlésung hinzugefiigt. Das Metall schlug sich 
so unter Bildung einer groBen Oberfliiche auf dem Asbest nieder. 
Zusatz von Salzsiiure wurde nicht gemacht, da er die Reaktion 
hinderte. Tab. III zeigt die bei der Hydrierung erhaltenen Werte. 
Aus ihnen geht ebenfalls das Vorhandensein nur einer Doppel- 
bindung hervor. Es ist bemerkenswert, daB die Hydrierung in 
den ersten 45 Minuten beendet ist. Hiernach kann man an- 
nehmen, daB die Doppelbindung sich in e@,?-Stellung zur Keto- 
gruppe befindet. 

Tabelle III. 
Es nahmen auf: 
0,6845 g Artostenon in %/, 4 8 Stunden 
36,7 38,9 43,1 cem Wasserstoft 
Ber. 35,99 ccm fiir 1 Doppelbindung 
Dies entspricht. . .. 1,02 1,08 1,19 Doppelbindungen 
0,6907 g Artostenon in 1 4 9 Stunden 
38,83 39,84 44,43 ecm Wasserstoff 
Ber. 36,32 cem fiir 1 Doppelbindung 
Dies entspricht. . . . 1,07 1,09 1,22 Doppelbindungen 


III. Reduktion des Artostenon. 


Der Verlauf der Hydrierung von Ketogruppen, besonders in 
Dehydrogallensiuren, hiingt von der angewandten Methode ab. 
Elektrolytische Reduktion oder EKinwirkung von Natriumamalgam 
in Benzol—Ather auf Dehydrocholsiiure fiihrt zur 3-Oxy-7,12-di- 
ketocholansiure, wihrend man mit Willstatters Pt-Katalysator 
3,7-Dioxy-12-ketocholansiure neben 3,7,12-Trioxycholansiure 
erhilt. 


1) Willstitter u. Waldschmidt-Leitz. Ber. chem. Ges. 43, 112 
(1921). 
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che Die Reduktion des Artostenon wurde versucht: a) mit Wasser- 
iese stoff bei Gegenwart von Pt-Katalysator nach Willstitter, b) mit 


der Natrium und Athylalkohol, c) mit Natrium und Amylalkohol, 
und d) nach Clemmensen, e) nach Kishner-Wolff, wobei Ersatz 
age der CO-Gruppe durch CH, eintritt. 

ach 1. Katalytische Hydrierung, Isolierung von Artostanon. Das 


mit Hydrierungsprodukt von 0,6845 g Substanz (vgl. Tab. III, S. 16) 
wurde vom Katalysator befreit, im Vakuum eingedunstet und aus 





ver, Methanol und Alkohol—Benzolgemisch 3:1 umkrystallisiert, wobei 
yar, # 0,22 g schéne Krystalle, Schmelzp. 106—107°, erhalten wurden. 
ich Oxim des Artostanon (Di-hydroartostenon). Dab die 
ler. Ketogruppe nach der Hydrierung noch intakt war, ging aus der 
ion Leichtigkeit hervor, mit welcher das Hydrierungsprodukt ein Oxim 
rte, bildete. Der Schmelzpunkt des Oxims, 192—194°, liegt 19° héher 
el. als derjenige des ungesittigten Oxims. 


10 
in- 
to- 


4,420 mg Subst.: 13,145 mg CO,, 4,591 mg H,0. 
Fiir C,,H,,ON Ber. C 81,26 H 11,96 Gef. © 81,13 H 11,62. 


2. Reduktion mit Natrium und Alkohol. Diels und Linn”) 
haben gefunden, daB Cholesterin durch Natrium und Athylalkohol 
nicht verindert wird, wohingegen das Oxydationsprodukt Chole- 
stenon hiermit leicht in f-Cholestenol iibergefiihrt werden kann, 
wobei also die Doppelbindung intakt bleibt. Mit ahnlichem 
Kndergebnis wurde aus Artostenon ein als ,,Artostenol* zu be- 
zeichnender Stoff erhalten. 

Darstellung von Artostenol. 0,7 g Artostenon wurden 
in einem Erlenmeyer in 25 ccm absolutem Alkohol gelést und 
etwa 2g Natrium allmahlich im Laufe von 15 Minuten zugefiigt. 
Die Lésung wurde dann 3 Stunden unter Riickflu8 gekocht, noch 
0,5 g Natrium hinzugegeben und das Erhitzen weitere 4 Stunden 
fortgesetzt. Die Farbe der Liésung dnderte sich hierbei von gelb 
iiber rot zu rotbraun. Es wurde dann abgekiihlt und mit Wasser 
verdiinnt. Die ausgeschiedene graue, feste Masse wurde abfiltriert, 
getrocknet und aus Methanol umkrystallisiert. So wurden 0,43 g 
Substanz vom Schmelzp. 92—94° erhalten, die nach wiederholtem 
Umkrystallisieren aus Alkohol—Benzol 2:1 reine Krystalle vom 
konstanten Schmelzp. 106—107° ergaben. 

Jodzahl des Artostenol. Der Nachweis einer Doppel- 
bindung im Artostenol wurde durch die Methode der Einwirkung 


12) Diels u. Linn, Ber. chem. Ges. 41, 548 (1908). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. 
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von JBr in Eisessig gefiihrt, wie bereits oben beim Artostenon 
beschrieben. Die Jodzahl wurde bei 0° zu 60 befunden; verlangt 
werden 59,6 fiir eine Doppelbindung im Molekiil. 


Acetylderivat des Artostenol. 0,15 g Artostenol wurden mit 
3cem Essigsiureanhydrid 15 Minuten unter RiickfluB gekocht, nach dem 
Abkiihlen in Wasser gegossen und abfiltriert. Das Acetat wurde gewaschen, 
getrocknet, 2 mal aus Essigsiiureanhydrid und schlieBlich aus Methanol um- 
krystallisiert. Ausbeute 0,1 g. Der Stoff schmilzt bei 120—121° nach vor 
herigem Sintern ab 116°. 

4,097 mg Subst.: 12,300 mg CO,, 4,065 mg H,0. 


Fiir C,,H,.0, Ber. C 81,66 H 11,41 Gef. C 81,88 H 11,10. 


3. Reaktion mit Natrium und Amylalkohol. Diels und Linn 
fanden a. a. O., daB sich Sterine und Sterinketone gegeniiber 
Natrium und Amylalkohol ganz anders verhalten wie gegeniiber 
Natrium und Athylalkohol. Cholestenon nimmt dabei 2 Molekiile 
Wasserstoff auf und wird zu dem gesiittigten Alkohol Cholestanol 
reduziert. 

1 g Artostenon, in 70 ccm Amylalkohol gelést, wurde aus 
einem ‘l'ropftrichter in einen Kolben zu 4g Natrium in 10 ccm 
Amylalkohol im Verlauf von 3 Stunden allmahlich zugetropft und 
8 Stunden unter RiickfluB auf einem Sandbad gekocht. Hierbei 
trat eine leuchtend rote Farbe auf, die dann in gelb umschlug. 
Das Amylat wurde durch vorsichtigen Zusatz von Wasser zer- 
setzt, die Alkoholschicht mehrfach mit Wasser gewaschen und 
der Alkohol dann im Vakuum bei 60° unter mehrfachem Zusatz 
von Methanol zu einer dicken Masse verdampft. Der sirupise Riick- 
stand wurde dann in Methanol gelést, krystallisierte jedoch auch 
nach mehrtigigem Stehen im Kiihlschrank nicht. 

Acetylderivat. Das Ol wurde dann mit Essigsiureanhydrid 
behandelt und zur Krystallisation mit Methanol versetzt. Nach 
ungefihr einer Woche hatten sich sternférmige Krystalle des 
Acetylderivats abgeschieden. Es wurde 2mal aus Methanol, schlieb- 
lich aus Aceton umkrystallisiert. Ausbeute 0,2 g. Schmelzp. 119 
bis 120° (Sintern ab 114°). 


5,278 mg Subst.: 15,807 mg CO,, 5,362 mg H,0O. 
Fiir C,,H,.0, Ber. C 81,66 H 11,41 Gef. C 81,68  H 11,37. 


Die Jodzahl des Acetylderivats wurde wie oben bestimmt 
und zu 60,95 gefunden. Fiir einen Stoff mit der Bruttoformel 
C,,H,,0, berechnet sich fiir eine Doppelbindung die Jodzahl 
zu 56,0. Die Doppelbindung im Artostenon verhalt sich also 
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ganz anders wie diejenige des Cholestenons, wo nicht nur die 
Ketogruppe zur sekundiren Alkoholgruppe reduziert, sondern auch 
die Doppelbindung hydriert wird. 

4. Reduktion nach Clemmensen. Eine andere sehr erfolgreiche 
Methode der Hydrierung ist die von Clemmensen [1913*%)], wobei die 
Reduktion der Ketogruppe durch Zinkamalgam in Gegenwart von Eisessig 
und Salzsiiure bewirkt wird. Doppelbindungen bleiben hierbei intakt. 

1 g Artostenon wurde in 25 ccm Kisessig gelést, 10 ccm konzentrierte 
Salzsiiure und 25g Zinkamalgam hinzugefiigt, das Ganze dann 36 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Nach dem Abkiithlen wurde mit Wasser verdiinnt 
und ausgeithert, der trockene Abdampfriickstand des Athers aus Ather- 
Methanol umkrystallisiert. Die 0,68 g so erhaltener Substanz wurden mehr- 
fach aus Ather-Methanol und schlieBlich Aceton umkrystallisiert, bis der 
Schmelzpunkt konstant zu 108—109° gefunden wurde. 

Dieses Produkt bildete weder ein Acetylderivat noch ein Pikrat, ergab 
jedoch ein schénes Oxim, das nach Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt 
mit dem Oxim des Artostenon identisch war. Die Reaktion wurde mehrfach 
mit verschiedenen Zinkamalgamproben wiederholt, jedoch blieb die Keto- 
gruppe stets unangegriffen. 

5. Reduktion nach Kishner-Wolff'*). Nach dieser Methode 
wird das Keton erst in sein Hydrazon oder Semicarbazon iiber- 
cefiihrt und die Reduktion dann durch Erhitzen mit Natrium 
und Athylalkohol bewirkt, wobei die Gruppe —N—NH, oder 
—=N—NH—CONH, durch Wasserstoff ersetzt wird. Doppelte Bin- 
dungen bleiben erhalten. 

a) 10 g Natrium wurden in einen trockenen, mit Tropftrichter 
und RiickfluBkiihler versehenen Kolben gebracht, 2 g Artostenon- 
semicarbazon in 50 ccm absolutem Alkohol heif gelést und in 
den Kolben eingetropft. Nachdem alles hinzugefiigt war, wurde 
die Mischung 31/, Stunden unter RiickfluB gekocht, dann abgekiihlt 
und vorsichtig mit Wasser verdiinnt. Ein Teil des Alkohols 
wurde abgedampft und die Suspension mit Ather extrahiert. So 
wurden 1,2 g eines Stoffes erhalten, der, aus Alkohol umkrystalli- 
siert, bei 176—179° schmolz. Da er noch Stickstoff enthielt, 
wurde das Erhitzen mit Natrium und Aikohol noch 10 Stunden 
lang fortgesetzt. Die dann erhaltenen 40 mg Substanz schmolzen 
bei 110—112°, enthielten noch Stickstoff und bestanden nach 
den Ergebnissen der Verbrennung aus einem Gemisch von Semi- 
carbazon und Kohlenwasserstoff. 


13) Clemmensen, Ber. chem. Ges. 46, 1859 (1915); 47, 51, 681 (1914). 
4) Kishner, J. Russ. Phys. Chem. Soc. 44, 861 (1912); Wolff, 
Liebigs Ann. 394, 86 (1912). 
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Die Ketogruppe hatte sich somit als sehr resistent gegen- 
iiber Reduktionsmitteln erwiesen. In der Annahme, daB die Ab. 
sittigung der Doppelbindung ihre Reaktionsfaihigkeit vielleicht 
erhéhen wiirde, wurde die Reduktion nach Kishner- Wolff mit 
dem Semicarbazon des Dihydroartostenon versucht. 

b) Es ist bemerkenswert, dab in diesem Falle die Reduktion 
der CO- zur CH,-Gruppe sehr leicht gelang. Es wurde in gleicher 
Weise wie oben verfahren. Aus 0,2 g Artostanon-semicarbazon 
wurde ungefihr 0,1 g Kohlenwasserstoff, Schmelzp. 97-—98°, er- 
halten. Wiederholte Krystallisation aus Alkohol—Benzol 3:1 ergab 
schéne Krystalle vom Schmelzp. 101°. 

Artostanpikrat. Das so erhaltene Produkt bildet weder ein Oxim 
noch ein Acetylderivat und ist frei von Stickstoff. In itherischer Lésung 
liefert es ein Pikrat in schénen braunen Krystallen. 

0,1 g Kohlenwasserstoff wurde in 10 cem Ather gelést und tropfen- 
weise mit einer dtherischen Lésung von 0,1 g Pikrinsiure versetzt. Vor- 
iibergehend bildete sich eine flockige Abscheidung, die sich bald wieder 
léste. Beim Stehen schied sich dann das Pikrat in braunen Nadeln ab 
(0,06 g), die mit Petroliither gewaschen wurden. Schmelzp. 163° (Zers.). 

4,955 mg Subst.: 12,150 mg CO,, 3,845 mg H,O. 

Fiir C,,H,,0,N, Ber. C 67,14 H8,86 Gef. C 66,85 H 8,68. 

Artostan. 0,05 g Pikrat, frei von Pikrinsiiure, wurden in Wasser 
suspendiert und mit etwa 0,5 g Natriumcarbonat erwirmt. Der in Freiheit 
gesetzte Kohlenwasserstoff wurde abfiltriert, mehrmals mit heifer Soda- 
lésung, dann mit Wasser gewaschen und getrocknet. Aus Alkohol—Benzol 3:1 
krystallisierte er rein in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 101°. 

3,568 mg Subst.: 11,360 mg CO,, 4,109 mg H,0O. 

Fiir C,,H,, Ber. C 86,90. H 13,04 Gef. 86,81 H 12,88. 


Diskussion. 


Der durch die Reduktion des Semicarbazons des Di-hydro- 
artostenon erhaltene Kohlenwasserstoff besitzt die Formel C,,H,,. 
Kin Paraffinkohlenwasserstoff C,,--- wiirde 62 Wasserstoffatome 
im Molekiil enthalten, gegeniiber den nur 54 im Stammkohlen- 
wasserstoff des Artostenon. Dieses muf also vier kondensierte 
Ringe enthalten wie die Sterine und Gallensiuren. 

Bei der katalytischen Hydrierung des Artostenon wurde dessen 
Doppelbindung innerhalb 45 Minuten abgesittigt, wihrend die 
Ketogruppe intakt bleibt. Reaktionstemperatur 65—70°. 

Es lassen sich hieraus gewisse Schliisse ziehen. Die Leichtig- 
keit, mit welcher die Ketogruppe in Sterinketonen hydriert wird, 
hingt von deren Stellung im Molekiil ab. Am leichtesten reagiert 
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eine Ketogruppe in Ring I, besonders an C,, am schwersten eine 
solche an C,,. Da die Ketogruppe im Artostenon bei der kata- 
lytischen Hydrierung unangegriffen bleibt, kann man RingI und Il 
fiir ihre Unterbringung ausschlieBen. Am wahrscheinlichsten steht 
sie irgendwo im III. Ringe. 

Wie schon oben (S. 14) ausgefiihrt, ergaben die Befunde 
von Reindel?®), daB im a@-Ergostenon die Doppelbindung nicht 
in @,f-Stellung zur Ketogruppe steht. Dies geht auch daraus 
hervor, daB Ergostenon durch Kondensation mit Benzaldehyd 
leicht eine Benzyliden-verbindung liefert, wodurch die Nachbar- 
schaft einer CH,-Gruppe zur CO-Gruppe angezeigt wird. Nach 
der Umwandlung in eine isomere Verbindung — durch Einleiten 
von HCl-Gas in seine Lésung in Chloroform — reagiert es 
nicht mehr mit Benzaldehyd, und die Doppelbindung ist nunmehr 
hydrierbar. 

Da Artostenon kein Kondensationsprodukt mit Benzaldehyd 
liefert, und bei der Hydrierung in eine gesittigte Verbindung 
Artostanon iibergeht, kann man annehmen, daB sich die Doppel- 
bindung in «,#-Stellung zum Carbonyl befindet. Das bemerkens- 
werte Verhalten bei Reduktionsversuchen nach Clemmensen 
stiitzt ebenfalls diese Auffassung. 

Die geringe Reaktionsfihigkeit der Ketogruppe beruht viel- 
leicht auf sterischer Hinderung einerseits durch ein tertiires 
(-Atom, andererseits durch die CH—CH-Bindung. Es erscheint 
somit médglich, daB die Ketogruppe an C,, im Ring III steht. 
Auch das Verhalten bei der Reaktion nach Kishner-Wolff 
spricht hierfiir. 

Zusammenfassung. 


1. Aus Artocarpus integrifolia wurde ein Keton ,,Artostenon“ 
Schmelzp. 109°) von der Zusammensetzung C,,H,,O isoliert. 


2. Dieses wurde charakterisiert durch ein schén krystalli- 
sierendes Oxim (Schmelzp. 175°) und ein Semicarbazon (Schmelz- 
punkt 203—204°). 

3. Es gibt mehrere der Farbreaktionen auf Sterine, sehr 
stark u. a. die Kahlenbergsche Reaktion, die bisher als spezifisch 
fir Ergosterin angesehen wurde. 

4, Artostenon ist ungesittigt und enthalt nur 1 Doppel- 


bindung (Jodzahlbestimmung). Kei der Bromierung in Tetrachlor- 
kohlenstoff wurde ein Bromkérper erhalten, von dessen 4 Brom- 
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atomen 2 durch Substitution, 2 durch Anlagerung in das Molekii| 
eingetreten sind. 

5. Bei der katalytischen Hydrierung mit Platin bei 65° 
nimmt Artostenon 1 Mol Wasserstoff auf, die doppelte Bindung 
wird abgesiattigt, wihrend die Ketogruppe intakt bleibt. Arto- 
stanon (Di-hydro-artostenon), Schmelzp. 106—107°, Oxim hieraus 
Schmelzp. 193—194°. 

6. Bei der Reduktion mit Natrium und Athylalkohol wird 
die Ketogruppe zur CHOH-Gruppe reduziert, wihrend die Doppel- 
bindung erhalten bleibt. Mit Natrium und Amylalkohol wurde 
das gleiche Ergebnis erzielt. Fiir das erhaltene Produkt wird 
der Name Artostenol vorgeschlagen. Schmelzp. 106—107°, Acety!- 
derivat 120°. 

7. Reduktion nach Clemmensen gelang nicht. Vollstindige 
Reduktion zum Kohlenwasserstoff wurde nach der Methode von 
Kishner-Wolff erreicht, aber auch erst, als man vom Di-hydro- 
artostenon ausging. Der gesittigte Kohlenwasserstoff Artostenan 
(Schmelzp. 101° bildete ein Pikrat vom Schmelzp. 160° (Zers)). 

8. Die zunichst wahrscheinlichste Annahme, daB die Keto- 
gruppe in Ring I steht, konnte ausgeschlossen werden. Es wird 
vermutet, daB die Doppelbindung im Artostenon in «,f-Stellung 
zur Ketogruppe steht. 


Der Autor dankt dem Lady Tata Memorial Trust fiir 
das ihm gewihrte Stipendium. Er ist weiter zu aufrichtigem Dank 
verptlichtet Dr. K. P. Basu fiir seine Kritik und seine wertvollen 
Anregungen bei der Abfassung der Arbeit, Prof. J.C. Ghosh und 
Prof. S. N. Bose fiir ihr freundliches Interesse an dieser Unter- 
suchung. 
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Die Einwirkung von Alkali auf Cozymase. 
Von 


F. Schlenk, H. v. Euler, H. Heiwinkel, W. Gleim und H. Nystrim. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Februar 1937.) 


Die Versuche zur alkalischen Hydrolyse des Cozymase- 
molekiiles wurden aus zwei Griinden unternommen: Erstens waren 
sie in konstitutionschemischer Hinsicht notwendig, besonders aber 
wurde die Alkalieinwirkung schon in friiheren Stadien der Co- 
zymaseuntersuchungen bearbeitet, weil sich dabei die Reaktion 


Codehydrase > Cophosphorylase 


abspielt. Aus dem wasserstoffiibertragenden Co-Enzym entsteht 
also ein phosphatiibertragendes}). In gewissen Grenzen verliuft 
die Reaktion unabhiingig von der Konzentration des Alkali und 
der Dauer der Hydrolyse, ein Beweis, daf die Tendenz zur Bildung 
dieser Verbindung betriichtlich ist. 

Von Euler und Adler!*°4) wurde fiir das aus Cozymase 
entstehende Gemisch der als Phosphatiibertrager wirksamen Pro- 
dukte vorliiufig der Name ,,Cophosphorylase“ vorgeschlagen, bis 
die Reindarstellung der Komponenten diese Bezeichnung iiber- 
fliissig macht. 

Der friiher aus Versuchen an nicht vollstandig gereinigter 
Cozymase gezogene Schlu8, daB auch die reine Cozymase selbst 
als Phosphatiibertriger wirkt, trifft nach unseren neueren Ergeb- 
nissen an reinster Cozymase!) nicht zu. Die ilteren Resultate 
des Institutes waren dadurch veranlaBt, daB die Cozymase bis 
in die letzten Stufen der Reinigung von den Adenosin-phosphor- 
siuren begleitet wird, und da gerade deren Entfernung auf 
Schwierigkeiten stéBt. Neuerdings ist es méglich, mit Sicherheit 
die Abtrennung zu erreichen’). Aus dem Gemisch der bei der 
Cozymasedarstellung anfallenden Begleitstoffe konnten wir Adeno- 
sin-5-phosphorsiure isolieren. 

Die Abtrennung der Adenylsiiure geschah aus den Nieder- 
schlagen, die bei der Cozymasedarstellung in den letzten Schritten 
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mit Ba” und Pb” entstehen’), Sie bestehen iiberwiegend aus phos- 
phatiibertragenden Substanzen, enthalten aber auch noch Cozymase 
und andere Verbindungen. 


Der Gang der Isolierung sei hier angedeutet: Die vereinigten Nieder- 
schlige wurden in Wasser aufgeschlimmt, von Ba” mit Schwefelsiiure, 
ven Pb” mittels H,S befreit, die Lésung nach Beliiften mit Ag’ gefillt. 
Cozymase und Adenylsiiure verhalten sich hierbei verschieden. Adeny)- 
siure (und die anderen Adenosin-phosphorsiiuren) fallen schon aus schwach 
saurer Lésung, wihrend zur quantitativen Fiallung der Cozymase bis py = 7 
abgestumpft werden mu8. Die Fallungsbereiche iiberschneiden einander. 
aber die mehrfache Anwendung dieses Prinzipes fiihrt zum Ziel. Die Lésung 
wurde mit einer ausreichenden Menge AgNO, versetzt, mit NH, von py = 2,5 
auf py = 4,5 abgestumpft, und die entstandene Fillung (I) abzentrifugiert. 
Die Mutterlauge wurde mit NH, auf py = 7 gebracht, wobei eine weitere 
Fallung (II) entstand. 

I enthielt erwartungsgemiB die als Phosphatiibertriger wirksamen Sub- 
stanzen angereichert, wihrend II die im Ausgangsmaterial vorhandene Menge 
Cozymase und andere Substanzen enthielt. Fillung I war groB im Ver 
gleich mit II. 

I wurde in Wasser aufgeschlimmt, mit H,S zerlegt, filtriert, eingeengt 
und mit dem 10 fachen Volumen Alkoho! gefillt; die Fallung bestand vor- 
wiegend aus Adenylsiure, war jedoch zur Reindarstellung dieser Substanz 
durch einfaches Umkrystallisieren noch nicht gevignet. Sie wurde folgender- 
maBen weiter gereinigt: 

Lésen in reichlicher Menge Wasser, Fillen mit iiberschiissiger ge- 
sittigter Pb (ac),-Lésung, der Niederschlag wurde in wiSriger Suspension 
mit H,S zerlegt, PbS abfiltriert und aus der verdiinnten Lésung durch 
Zusatz von Ba(OH), Adenosinpolyphosphorsiiuren und Bariumphosphat usw. 
entfernt. Adenylsaures Barium ist leichter léslich als die genannten Ver- 
bindungen. Aus der Mutterlauge wurde Ba” mit H,SO, entfernt, die Lésung 
eingeengt und die Silberfraktionierung (wie oben beschrieben) wiederholt. 
Die erste Fraktion (py = 4,5) wurde mit H,S zerlegt, filtriert, eingedampft, 
mit Alkohol gefillt. Durch 2 maliges Umkrystallisieren aus heiBem Wasser 
wurden prichtige Nadeln von Adenylsiiure in reichlicher Ausbeute erhalten. 

Schmelzp. 197°; Adenyls. Prip., Chem. Fabr. Henning 195°; Misch- 
schmelzp. 195°. — 7,580 mg Subst.: 0,401 mg Gewichtsverlust (110°, Hochv.). 
7,179 mg Subst.: 44,70 mg Ammon. phosph. molybd. 9,07°/, P (ber. 8,95°/,). 


Einwirkung der Schmidtschen Desaminase: (Versuchsbed. 
vgl. S. 32). Blindwerte abgezogen; Kinwirkungszeit %1/, Stunden. 
10,42 mg Adenylsiiure (vom Cozymasereinigungsgang): 0,423 mg NH, 
(ber. 0,512 mg). 
Wirkwert der Desaminase = 82,5°/,. 
9,47 mg Adenylsiure (Priip. Henning): 0,399 mg NH, (ber. 0,464 mg). 
Wirkwert der Desaminase = 85,9 °/,. 
Ein Grund dafiir, daB die Adenylsaure friiher in unreinen 
Praparaten nicht nachgewiesen werden konnte, liegt darin, dab 
nach unserer Erfahrung in der Lisung eines Gemisches von 
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Cozymase und Adenylsiure manche Eigenschaften letzterer deut- 
lich veraindert sind (z. B. Léslichkeit und Fillbarkeit). Zur Be- 
urteilung der Reinheit von Cozymasepriaparaten ist es wichtig, 
ein einfaches Priifsystem zu haben, das die Bestimmung von 
Phosphatiibertrigern in Cozymasepriparaten bzw. die Abwesen- 
heit erweist. Wir verfahren folgendermaBen: 


System: Mineralisierung von Phosphoglycerinsaure (Phosphatabspaltung) 
in dialysiertem Rattenmuskelextrakt unter Zusatz von Aktivator'). 

Rattenmuskelextrakt wird 3 Stunden durch Kollodium gegen 0,6°/,ige 
KCl-Lésung dialysiert, neutralisiert, filtriert und mit 0,1 mg Mg™/ccm versetzt. 

Reaktionsmischung: 1,0 ccm Extrakt + 1,0 ccm Zusitze, enthaltend 
6,0 mg phosphoglycerinsaures Barium (mit Na,SO, umgesetzt) + neutralisiert. 
Aktivator (z. B. 0,1 mg Adenylsiure oder iquimolare Menge der zu priifenden 
Cozymase oder mehr, wenn die Abwesenheit auch von Spuren Phosphat- 
iibertriiger erwiesen werden soll). Incubationsdauer 80 Minuten bei 22°. 
Bestimmung des anorganischen P nach Teorel]. Bei jeder Versuchsreihe 
Blindprobe und dementsprechende Korrektur sowie Probe mit Adenylsiure. 


Beispiel: 
Aktivator “iy P abgespalten 

0,1 mg Adenylsiiure...... 89 

0,35 mg Cozymasepriparat 1163 
nach Cu-Fillung ...... 38 
0,35 mg Cozymasepriparat 1171 — 

1103 
1172 ae 

0,15 mg Cophosphorylase aus 
Cozymase dargestellt . . . . 94 


In neuerer Zeit wurden im hiesigen Institut in Ausnahmefillen Enzym- 
extrakte erhalten (R. Vestin), die eine erhebliche Minde ‘tmenge an Aktivator 
benétigten, damit iiberhaupt ein Mineralisierungseffekt beobachtet werden 
konnte. Reihenversuche mit Adenylsiure zeigten aber, daB im allgemeinen 
der Schwellenwert der Aktivatorwirksamkeit sehr niedrig ist. Je nach der 
vorausgehenden Dialyse wechselt die Mineralisierung, die man im Blind- 
versuch nach der Incubationszeit findet. Diese Phosphatabspaltung mu 
nicht durch im Enzymextrakt vorhandenen Aktivator bedingt sein, die 
Ursache kénnte vielleicht die Anwesenheit einer spezifischen Phosphatase 
sein. Man darf also aus einem gewissen Mineralisierungsbetrag im Blind- 
versuch nicht schlieBen, daB der Schwellenwert der Aktivatorwirkung bereits 
erreicht ist. In Zweifelsfallen muB man Parallelversuche mit sehr geringen 
Adenylsiuremengen machen und eventuell auch andere Testsysteme heran- 
ziehen. 

Das Ergebnis der Desaminaseversuche (vgl. S. 32) stimmt mit dem 
Befund iiberein, daB die Phosphatiibertrigerwirkung unreiner Cozymase 
der begleitenden Adenylsiure zuzuschreiben ist. Cozymase selbst wird von 
Desaminase nicht angegriffen. 


Der reinen Cozymase kommt also nicht die Fahigkeit zu, 
bei Phosphatumesterungen als Co-Enzym zu wirken. In neuerer 
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Zeit sind von Meyerhof und Mitarbeitern*) Versuchsergebnisse 
mitgeteilt worden, die im Gegensatz zu unseren Resultaten stehen, 
So berichten Meyerhof und KieBling in zwei Mitteilungen 
iiber die Isolierung eines Cozymasepyrophosphates unter Angabe 
von Analysendaten. Es sei aber darauf hingewiesen, da8 eine un- 
richtige Summenformel der Cozymase der Berechnung zugrunde- 
gelegt wurde, so daB die Einheitlichkeit des isolierten Produktes 
sehr zweifelhaft erscheint. Wahrscheinlich lag ein Gemisch von 
Cozymase und einer Adenosinphosphorsiure vor. Die noch aus- 
stehende genaue Verdéffentlichung wird Klarheit bringen. 


Welche chemischen Verinderungen gehen vor sich, wenn aus 
der Codehydrase durch Alkalieinwirkung ein phosphatiiber- 
tragendes Co-Enzym wird? In friiheren Stadien wurden alle dies- 
beziiglichen Studien an Lésungen vorgenommen und in Anbetracht 
dessen sind die erhobenen Befunde‘) erstaunlich genau (vgl. unten). 


Ks erschien notwendig zu entscheiden, ob durch die Alkali- 
einwirkung nur eine innermolekulare Reaktion erfolgt, welche die 
Veriinderung des Wirkungsbereiches bedingt oder ob eine Spaltung 
stattfindet. Das entstandene Produkt oder die Spalistiicke muBten 
deshalb aus dem Hydrolysengemisch isoliert werden. Es wurde 
also unter den bei der Cozymasedarstellung eingehaltenen Be- 
dingungen mit AgNO, gefallt. Die durch Zerlegen mit H,S, Kin- 
dampfen und Fillen mit Alkohol erhaltenen Priiparate besaBen 
die Cophosphorylasewirkung, die Mutterlauge war (nach Entfernen 
des Ag’) unwirksam. Die elementaranalytische Untersuchung zeigte, 
daB die so erhaltenen Priiparate Gemische von verschiedenen 
Verbindungen sind, stets jedoch war der Kohlenstoffwert gegen- 
iiber Cozymase stark herabgesetzt, der Phosphorwert dagegen 
gestiegen. 

C.,H,;0,,N;P, 
Fiir Cozymase z. B. Ber. C 38,00 N14,77 H4,08 P 9,35 
Fiir Cophosphorylase z. B. Gef. ,, 32,15 , 15,58 ,, 4,26 ,, 11,08. 

Somit war eine Spaltung des Cozymasemolekiiles bewiesen. 
Aus der Mutterlauge der Cophosphorylase—Silberfillung konnten 
wir Nicotinséiureamid 5) isolieren. (Allgemeines iiber die Hydrolyse- 
bedingungen vgl. unten.) 

Bearbeitung des alkalischen Hydrolysengemisches: Verschiedene 
Methoden kommen hierfiir in Betracht. Die Phosphatiibertriiger kénnen 
quantitatiy mit Ag’, Pb” oder Hg” gefillt werden. Beispiel: Die alka- 
lische Lisung wird mit n/10-HNO, versetzt (Riicktitration), bis die Lésung 
deutlich sauer reagiert. Dann gibt man eine ausreichende Menge Ag,S0O,- 
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Lésung zu, wobei reichliche Fillung erfolgt, und setzt NH, zu, bis pyp=7 
erreicht ist. Die Fallung wird abzentrifugiert, gewaschen und in H,O mit H,S 
zerlegt. Man filtriert, engt ein, bis die Konzentration etwa 10—20 mg/ecm 
betriigt (Schitzung nach Ausgangsmenge) und fillt mit dem 10fachen 
Volumer Alkohol [wie fiir Cozymase beschrieben‘)]. Beispiel: Hydrolyse 
von 230 mg Cozymase in 20 cem n/20-NaOH (6 Minuten, 100°) lieferte 
130 mg Cophosphorylase. 

Die Mutterlauge der Ag-Fiillung wird mit dem Waschwasser ver- 
einigt und das Nicotinsiiureamid daraus isoliert: Entsilbern mittels H,S, 
filtrieren, eindampfen auf geringes Volumen und Ausschiitteln der mit NaOH 
und Na,CO, versetzten Lésung mit Amylalkohol wie frither®) beschrieben. 
Die Schichten trennen sich im Scheidetrichter schlecht. Man zentrifugiert 
daher besser und gewinnt dann die obere, amylalkoholische Schicht 
durch Absaugen mit einer geeigneten Vorrichtung. Aus der stark ein- 
geengten Liésung wird das Nicotinsiiureamid zweckmiiBig als Pikrolonat 
isoliert. Beispiel: Aus 197 mg Cozymase wurden durch Hydrolyse in 
n/20-NaOH (6 Minuten, 100°) 68,7 mg Nicotinsiureamid-pikrolonat erhalten. 
(Entsprechend 21,7 mg Nicotinsiureamid, d. i. 60°/,d.Th.). Setzt man die 
durch die Methode bedingten Verluste in Rechnung, so ergibt sich, dab 
der iiberwiegende Teil des in Cozymase gebundenen Nicotinsiureamids ab- 
gespalten wurde. Schmelzp. 225 (unkorr.). Auf diesem Weg erhaltene 
Pikrolonate wurden in verdiinntem HCl im Extraktionsapparat durch Ather 
von der Pikrolonsiiure befreit, die wifSrige Liésung vorsichtig zur Trockne 
gebracht und das Nicotinsiiureamidchlorhydrat aus Alkohol umkrystallisiert. 
Schmelzp. 229° (nach Sintern, unkorr.). Das Nicotinsiiureamid kann aus 
dem alkalischen Hydrolysengemisch nach der Silberfillung auch mit 
Chloroform ausgeschiittelt werden. Ansiuern, Silberfillung, Ammoniak- 
zusatz, Zentrifugieren. Die Mutterlauge wurde stark eingeengt, schwach 
alkalisch gemacht und 4mal mit dem 4fachen Volumen Chloroform durch- 
geschiittelt; nach dem Vertreiben des CHCl, wurde eine briunliche Masse 
erhalten, die man aus Benzol umkrystallisierte. Anschliebend doppelte 
Sublimation im Hochvakuum (Bad 110°, Dauer etwa 2 Stunden). Schmelz- 
punkt 125°, Mischschmelzp. 125° (unkorr.). 

Gewichtsverlust beim Trocknen im Hochvakuum (Zimmertemperatur) 
etwa 1°). 

3,270 mg Subst.: 7,140 mg CO,, 1,500 mg H,O. — 2,645 mg: 0,519cem N, 
(21,5°, 760 mm) (Dr. Schoeller). 

C,H,ON, Ber. C 59,02 H 4,92 N 
Gef. ,, 59,55 at " 


Die durch Schwermetallfillung isolierten Cophosphorylase- 
verbindungen stehen in ihrem Verhalten den Adenylsiuren nahe. 
Durch saure Hydrolyse kann man aus ihnen Adenin gewinnen 
[Arbeitsbedingungen wie fiir Cozymase angegeben®)] und zwar 
einen héheren Prozentsatz als aus Cozymase, dagegen kein 
Nicotinsiureamid oder nur wenig, je nach den Bedingungen der 
vorausgegangenen Alkalihydrolyse, durch die das Priaparat dar- 
gestellt wurde. 
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Die meisten Eigenschaften, die friiher von Myrback’) fiir 
das Alkalihydrolysengemisch beschrieben wurden, findet man an 
der isolierten Cophosphorylase wieder: Erhéhung des Basen- 
Aquivalentes: 
Cozymase: Aquivalente Lauge/Aquivalent 
Cophosphorylase: Aquivalente Lauge/Aquivalent 
Vgl. nachfolgende Arbeit. 


Der Hypojoditverbrauch betrigt, auf Mulligramm bezogen, 
nur '/; oder weniger von dem der Cozymase. Karrer und 
Mitarbeiter’) konnten zeigen, dab der an Cozymase beobachtete 
Hypojoditverbrauch wahrscheinlich eine allgemeine Eigenschaft 
von Pyridiniumbasen ist. Wie Cozymase zeigt z. B. Glucosido- 
1-pyridiniumbromid in alkalischer Lésung einen Verbrauch von 
6—7 Atomen Jod; erhitzt man es in schwach alkalischer Lésung, 
so wird wie bei der Cozymase die Pyridinkomponente abgespalten, 
und die bei beiden freiwerdende Aldehydgruppe reagiert nun 
unter Verbrauch von 2 Atomen Jod, wenn nicht die Zersetzung 
der Kohlenhydratgruppe schon betrichtlich geworden ist. Dann 
findet man geringere Werte. 

Die leichte Abspaltbarkeit des Nicotinsiureamids erklirt auch 
die von Myrbiack gefundene Hagedorn-Jensen-Reaktion der 
Cozymase"’). Der Verbrauch an Ferricyanid ist eine Kigen- 
schaft der durch die Nicotinsiureamidabspaltung freigelegten 
Kohlenhydratkomponente. Die Reaktion, die sich beim Erhitzen 
mit alkalischer Ferricyanidlésung abspielt, ist also in Wirklich- 
keit dieser Kohlenhydratgruppe zuzuschreiben, nicht der Cozymase 
selbst. Der Verbrauch an Ferricyanid steht dem der Ribose- 
phosphorsiure nahe. 














Tabelle 1 
I. Ribose-5-phosphorsaures Ba. II. Cozymase. 
Einwage Mole Ferricyanid Einwage Mole Ferricyanid 
mg Mole Einwage mg Mole Einwage 
0,239 2,14 0,32 2,07 
0,478 2,22 0,64 2,07 
0,717 2,42 0,96 2,14 
0,956 2,46 1,28 2,20 














Der verschiedenartige Ausfall der Analysendaten und Wir- 
kungsfahigkeit der Cophosphorylasepriparate in Abhingigkeit 
von den Hydrolysebedingungen zeigt, daB bei der Spaltung der 
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Cozymase verschiedene Reaktionen nebeneinander oder nach- 
einander verlaufen. Es wurde versucht, durch Fillen und Frak- 
tionieren einheitliche Produkte zu isolieren. Das Hauptziel war 
natiirlich die Gewinnung der als Phosphatiibertriger wirksamen 
Substanzen in méglichst reiner Form. Wie man bei der 
Cozymasedarstellung als Test fiir den Erfolg von Reinigungs- 
schritten die Girung heranzieht, wurde hier die Cophosphorylase- 
wirkung in dem oben beschriebenen System gepriift. Hier sei das 
Schema eines Trennungsgangs wiedergegeben. 


Schema. 


Cozymase (frei von Cophosphorylase) 
| in n/20-NaOH bei 100° 10 Min. erhitzt 
Y 
Cophosphorylase (giirungsinaktiv, wirksam als Phosphatiibertriger) 
Lésung mit n/10-HNO, zuriicktitriert: Erhéhung des 
Basenbindungsvermoégens auf das 3—4 fache der Aus- 
gangslésung. Mit geringem UberschuB Siiure versetzt. 
AgNO,-Lisung, +NH, — py = 4,5 








Y Y 
Fallung a Mutterlauge b 
| gew., H,$, | 4- NH, > Pno= 6,5 
| filtr., ein- Y 
gedampft es 
| iibersch. Alkob. Fallungb = und Mutterlauge c (—) 
| ' 
Y . H.S, filtr., | -#LS, filtr., eingedampft, 
Fraktion a, (+ +) eingedampft, | +NaOH — py =9 
| +Ba(OH), > Py=8.5 | CHCl,-Extraktion 
| in H,O gel., Alkoholfallung | umkryst. u. sublimiert 
+ Pb (ac), Y vy 
_-—sCW Frraktion b (+) Nicotinsaureamid 
Y ¥ 
Fallung Mutterlauge 
si aa. HLS, eingeengt 
Y Y 
Fraktion a, (+ +) Losung (—) 
|in H,O gelist, 
+ Ba(OH)s 
cid ¥ id 
Fallung und Losung 
| H,SO,, filtr.. | H,SO,, filtr., 
| eingedampft, ' eingedampft, 
| Alkoholfallung | Alkoholfillung 


v Y 
Fraktion a, (++) Fraktion a, (++) 


Es bedeutet (++): starke Cophosphorylasewirkung 
(+): méaBige ,, a ‘s 
(—): keine _,, % 
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noch weitergehenden Reinigung der Fraktionen a,, a, und b ab- 
gesehen werden, da die erhaltenen Mengen kaum noch zur ana- 


lytischen Untersuchung ausreichten. Das Produkt a, zeigte den fiir 


Adenosin-diphosphorsiure berechneten Daten nahestehende Zahlen. 
DaB diese Fraktion im wesentlichen aus der genannten Ver- 
bindung besteht, ist besonders wegen des hohen Gehaltes an 


leicht hydrolysierbarem Phosphat (7 Minuten Hydrolyse in n-HC\l) 


und der guten Phosphatiibertrigerwirkung zu vermuten. 


Tabelle 2 





zk 2 
| leicht | Vesaminase 
mC | YH %P |hydroly-| %oNHs 


| 


| sierbar) | (vgl. S. 32) 


PORUON Op -«ss005 gef.: 26,5 | 3,3 12,0 5,5 3,3 





Adenosindiphosphorsaure | 

+ 1H,O (MG = 463) ber.: 260 | 4,1 | 18,4 6,7 3,7 

Cophosphorylasewirkung: 0,1 mg Adenylsiiure, 89°/, Mineralisierung 
(vgl. S. 25) 


0,15 mg Fraktion ag, 94°/, Mineralisierung. 


Fraktion a, besaB ebenfalls sehr gute Cophosphorylasewirk- 
fahigkeit. Die Analysendaten lagen zwischen den fiir Adenyl- 
siure und den fiir Adenosin-diphosphorsiure berechneten. 

Vestin hat in eingehenden Versuchen die Bedingungen aus- 
gearbeitet, unter denen man die giinstigste Ausbeute an ge- 
bundenem, leicht hydrolysierbarem Phosphat erhalt [vgl.1") und 
die folgende Abhandlung]. Die Versuche zur Reindarstellung der 
Substanz sind in Angriff genommen. 

An Hand der friher mitgeteilten arbeitshypothetischen Co- 
zymaseformel®) seien die wahrscheinlichen Vorginge bei der 
Alkalihydrolyse erliutert (vgl. Schema S. 31). 

Spaltung a erfolgt bevorzugt, wie die Isolierung von Nicotin- 
siureamid in guter Ausbeute (vgl. oben) beweist. Es muB aber 
betont werden, daB auch durch Spaltung b das Entstehen von 
Nicotinsaureamid erklart werden kann, da die dabei entstehende Ver- 
bindung 1 (das Nucleosid Nicotinsiiureamid-Pentose) in Analogie zu 
den Karrerschen Modellkérpern, z. B. Glucosido-1-pyridinium- 
bromid sofort zerfallen wiirde. Wahrscheinlich verlaufen die Reak- 
tionen a und b nebeneinander, wobei es von den Hydrolyse- 
bedingungen abhingt, welche bevorzugt ist. Man kann namlich 



































Die Verluste waren betrichtlich, und es muBte von einer 
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a, b und ec: Stellen der hydrolytischen Spaltung; 
1, 2, 3 und 4: dabei entstehende Produkte. 


hei der Hydrolyse zwei Wege beschreiten: Hydrolyse in der Hitze 
100°, 5 Minuten oder linger, n/50-Lauge) oder in der Kilte 
‘Zimmertemperatur, 2 Stunden und linger, n/10-Lauge). Bei beiden 
Reaktionen ist das Resultat nach den Minimalzeiten vollige Girungs- 


inaktivierung und reichliche Abspaltung von Nicotinsiureamid. 


Wihrend aber bei der heiBen Spaltung auch fast die maximal 
erreichbare Cophosphorylasewirkungsfihigkeit erzielt wird, ent- 
steht der Phosphatiibertrager bei der kalten Hydrolyse nur sehr 
unvollstiindig. Spaltung a erfolgt in beiden Fiillen, b und c bevor- 
zugt in der Hitze: Entstehen der Cophosphorylasewirksamen 
Adenosindiphosphorsiure (3) und Adenylsidure (4). Bei Hydrolyse in 
der Kalte treten b und c gegentiber a zuriick. Die durch Reak- 
tion a entstehende Verbindung (2) diirfte Cophosphorylaseunwirksam 
sein. Erhitzt man die alkalische Lésung nach der kalten Hydro- 
lyse, so wird rasch eine erhebliche Menge Cophosphorylase 
Produkte 3 und 4) gebildet und somit das gleiche Resultat wie 
bei direkter Hitzehydrolyse erreicht., 

Bei der oben beschriebenen Silberfillung der Hydrolysen- 
lésung erhalt man demnach ein Gemisch der Verbindungen 2, 3 
und 4, nach kalter Hydrolyse vorwiegend 2, nach heifer iiber- 
wiegend 3 und 4. Die Titrationsergebnisse stiitzen diese Auf- 
fassung, ebenso die Hypojoditreaktion. Das nach der Hitze- 
hydrolyse erhaltene feste Produkt zeigt héheren Laugenverbrauch, 
dagegen geringeres Reduktionsvermégen fiir Hypojodit. Umgekehrt 
bel Hydrolyse in der Kilte: Geringeres Baseniquivalent und 
créBeres Reduktionsvermégen, denn nur Verbindung 2 enthalt 
eine Aldehydgruppe. 
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Die mitgeteilten Ergebnisse und Vermutungen bediirfen 
natiirlich noch weitgehend der Sicherung und Bestiitigung. 
Unsere Versuche mit Schmidtscher Desaminase kénnen 


als Stiitze herangezogen werden. Desaminase wirkt auf Cozymasef 


nicht’) ein (Versuch a) Adenylsiure dagegen wird desaminiert, 


Auf diese Verbindung ist die Desaminasewirkung bei unreinenf 


Cozymasepriparaten zuriickzufiihren (Versuch b). Nach der 
Alkalihydrolyse reiner Cozymase erfolgte starke Einwirkung au{ 
die entstandenen Produkte, besonders wenn in der Hitze hydroly- 
siert wurde (Versuch c und d). 

Ausfithrung der Versuche nach G. Schmidt?) Blindproben 
und entsprechende Korrektur sowie Parallelprobe mit Adenylsiure 
bei jedem Ansatz. 


Myrbiick*‘) fand keine bzw. nur geringe Desaminaseeinwirkung auf 
Cophosphorylase, woraus der Schlub gezogen wurde, daB keine oder 
nur eine geringe Menge Adenylsiure bei der Alkaiibehandlung von 
Cozymase entsteht. Dieser SchluB wird durch unsere Resultate bekriiftigt. 
Das Hauptprodukt scheint Adenosindiphosphorsiure zu sein, auf die Des- 


aminase im allgemeinen nicht einwirkt. Da® bei unseren Versuchen § 


doch eine Desaminaseeinwirkung erfolgte, kann vielleicht so erklirt werden, 
da zunichst durch Phosphatasewirkung Adenylsiiure gebildet wurde. Aus- 
schlaggebend fiir die Spezifitit der Desaminaseextrakte ist deren Zu- 
bereitung. Nur solche Versuchsergebnisse kénnen miteinander verglichen 


werden, die mit genau gleichartig dargestellten Enzymlésungen erhalten f 


wurden. 
Ergebnisse. 


Versuch a: Cozymase. 





Ei mg NH, entwickelt nach Stunden 
inwage coage 

: Mm: | 5 | 24 
Priparat 1089 . . . . | je 10,25mg — | — | ~— 

” 1141... . |Jje14,79mg — — ~— 








Versuch b: Cozymasepriparat, nach Cul-Stufe (60°/,ig): 20,7 mg 
nach 3'/, stiindiger Desaminase-Einwirkung 0,274mg NH,, entspr. einem 
Gehalt von 5,6 mg Adenylsiure. 


Versuch ec: Cophosphorylase, erhalten durch Hydrolyse reiner 


Cozymase in n/20-NaOH (10 Minuten, 100%. — 10mg des aus dem 
Hydrolysengemisch isolierten festen Produktes gaben 
0,319 mg NH,, 
Parallelversuch: 10 mg Adenylsiure 0,399 mg NHg, ber. 0,490 mg NH. 

Cophosphorylase-Wirksamkeit dieses Priiparates im System Phospho- 

elycerinsiiure—-Mineralisierung : 
0,15 mg Cophosphorylase . . . 86°/, Mineralisierung 

0,1 mg Adenylsiure 80 °/, PA 
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diirfen Versuch d: Cophosphorylase, erhalten durch Hydrolyse von 

reiner Cozymase bei Zimmertemperatur (n/10-NaOH, verschiedene Zeiten). 
‘Onnen F ee a Sa 
ymasef Hydroly sendauer */o Girungs- */o Cophosphory- | °/, Desaminase- 
a Minuten aktivitit laseaktivitit*) wirkung 
inert, 
reinen 0 100 0 0 
1 der 30 25 29 31 

, 120 2 56 54 

. aren Nach 2 Stdn. in 
droly- der Kilte 5 Min. |; — 95 83 

auf 100° erhitzt | 
yroben *) Angabe ist auf die Wirksamkeit einer iiquimolaren Adenylsiuremenge 
Isiiure bezogen. Die gegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus mehreren Ver- 

suchsreihen. 

ng auf Die Untersuchungen iiber die alkalische Spaltung werden 


e oder— fortgesetzt. Besonders wichtig erscheinen sie auch im Hinblick 
raftigt darauf, daB die Reaktion Cozymase = Cophosphorylase in der 
e Des-§ Natur wahrscheinlich groBe Bedeutung hat und insbesondere beim 
suchen! Kohlenhydratstoffwechsel eine betriichtliche Rolle spielen diirfte. 


erden,# (Gelingt es, hieriiber AufschluB zu erhalten, so ist in dem Be- 





‘~~ streben nach Erkenntnis des Auf- und Umbaues der Co-Enzyme 
lichen ©12 weiterer Schritt getan. 
— Literatur. 

/ 1. a) Zusammenfassung der iilteren Arbeiten bei H. vy. Euler, Die Co- 

zymase (in Ergebnisse der Physiologie, biol. Chemie u. experiment. 
—-- | Pharmakologie), Verlag Bergmann, Miinchen 1936. 
nden b) Euler, Vestin u. Heiwinkel, Svensk Kemisk Tidskr. 48, 176 (1936). 
; | ce) Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Svensk Vet. 
4 Akad. Arkiv f. Kemi 12.B, Nr. 24 (1936). 
d) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1936). 
" e) Euler u. Adler, Diese Z. 246, 83 (1936). 
2. Euler u. Schlenk, Diese Z. 246, 64 (1936). 

),7 mg 3 Meyerhof u. KieBling, Naturw. 24, 361, 558, 741 (1936); Ohl- 


einem meyer, Biochem. Z. 287, 212 (1936). 


4. Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 234, 254, 259 (1935). 
reiner 5. Schlenk u. Euler, Svensk Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, N. 20 (1936). 
; dem 6 Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 240, 113 (1936). 
7. .Myrbick u. Ortenblad, Diese Z. 233, 87, 95, 148, 154 (1935). 
8. Karrer, Schlenk u. Euler, Svensk Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 
Nr. 26 (1936). 
(Hs. 9. Schlenk u. Euler, Naturw. 24, 794 (1936); Euler u. Schlenk, 


sp ho- Diese Z. 246, 64 (1936). 
10. ,G.Sehmidt, Diese Z. 179, 256 (1928). 
11. Vestin u. Euler, Diese Z. 245, I (1936). 
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Von | S 
Fritz Micheel und Robert Mittag. of 
1s 


[Aus der Organ. Abteilung des Chemischen Instituts der Universitat Miinster i. Westf.*)] g) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Marz 1937.) A 
Die l-Ascorbinsiure und ihre zahlreichen synthetisch zu- & ! 
ginglichen Isomeren und Analogen haben, ebenso wie ihre Derivate, ti 
ein umfassendes Material fiir die Frage des Zusammenhanges J °! 
zwischen antiskorbutischer Wirksamkeit und chemischer Konstitu. 
tion gegeben’). Allen bisher untersuchten Stoffen ist jedoch ge- 
meinsam, da die stark reduzierende Atomgruppierung, 
—COH=COH—C=0, 
die in Zusammenhang mit der Vitaminwirkung zu bringen ist, 
bei keinem von ihnen verindert wurde. Die Abwandlungen des ‘: 
]-Ascorbinsiuremolekiils bezogen sich lediglich auf die Seitenkette. ‘“ 
Wie sich zeigte, sind eine Blockierung der Hydroxyle der Seiten- K 
kette, eine andersartige sterische Orientierung der asymmetrischen de 
C-Atome oder eine Verlingerung oder Verkiirzung der Seitenkette J 
von einschneidendem EinfluB auf die antiskorbutische Wirksam- fg, 
| keit. Trotzdem ist es naheliegend, anzunehmen, daf bei den § 4, 
' Reaktionen im tierischen Organismus, die der eigentlichen ,, Vitamin- ki 
wirkung“ zugrunde liegen, die reduzierende Wirkungsgruppe von aus- [fF }; 
schlaggebender Bedeutung ist, wahrend die Seitenkette mehr durch rg 
I ihre sterischen Eigenschaften wirkt. Abnliches ist z. B. vom Lacto- b 
. flavin (Vitamin B,; gelbes Ferment) mit Bezug auf die Seitenkette § ,, 
bekannt: sie ist maBgebend fiir die Wirksamkeit; die Oxydations-Re- ies 


duktionsprozesse greifen aber an einem anderen Teil des Molekiils an. R 
Noch niemals war es bisher gelungen, Derivate der Ascorbin- § 





sii ! er 

siure herzustellen, bei denen die charakteristische, zu einem ” 
') Vgl. auch die vorliiufige Mitteilung in den ,,Naturwissenschaften“. 

*) Die Bearbeitung dieses Problems wurde im Allgemeinen Chemi- es 

an} 


schen Universititslaboratorium in Géttingen begonnen und in Miinster zu 
Ende gefiihrt. AuBere Schwierigkeiten verzégerten den AbschluB betriichtlich. 

®) Zusammenstellung vgl. z. B. Reichstein, Festschrift f. E.C. Barell, 
Basel 1936, S. 107. 








.*)) 


Zu- 


IFES 
itu- 





Zur Kenntnis des Vitamins C. 85 


Carbonyl benachbarte En-diol-gruppe unter Erhaltung der Reduk- 
tionseigenschaften des Molekiils abgewandelt war und solche Stoffe 
auf ihr physiologisches Verhalten zu priifen. Methylierung eines 
oder beider Hydroxylgruppen fiihrt zu nicht reduzierenden, physio- 
logisch inaktiven Substanzen. Wir beschreiben im folgenden die 
Synthese eines Stoffes, bei dem die Hydroxylgruppe am Kohlen- 
stoflatom 2 der l-Ascorbinsiure durch eine Amino-gruppe ersetzt 
ist, und der im chemischen Verhalten in bezug auf diese Atom- 
sruppierung die gréBte Ahnlichkeit mit den Stoffen vom Typ der 
Ascorbinsiure hat. Es handelt sich um die 2-Desoxy-2-amino- 
|-ascorbinsiure (I), die wir ,Scorbaminsiure“ benanut haben. Syn- 
thesen von weiteren Stoffen, von denen ein gleichartiges Reduk- 
tionsvermégen wie von den ascorbinsiureartigen Molekiilen zu 
erwarten ist, befinden sich in Arbeit. 





HOC-_C—NH, HOC——C—NO, | HOC——C—NH, 
oH OH |_| | ae 
C—C—CH C=O H.C  6=0 H.C C=O 
Lf hi 4 

7 v) 
I | ll Il 


Die Synthese der Scorbaminsaure erschien uns zunachst am 
wichtigsten zu sein, weil es sich hier um ein Derivat einer 
w-Amino-siure handelt. Da die Ascorbinséure in ihrer einen 
Ketoform das Derivat einer a-Ketosiure ist, so konnte bei 
den bekannten biologischen Beziehungen zwischen a@-Amino- und 
v-Keto-siuren auch Beziehungen zwischen Ascorbinsiure und 
Scorbaminsiure gedacht werden. Auch «-Amino-f-ketosiure-ester 
haben, wihrend unsere Arbeiten schon weit fortgeschritten waren, 
kiirzlich Beachtung gefunden’), wenn auch ihre Reindarstellung 
bisher nicht beschrieben wurde. Da ferner ein sehr einfacher 
Stoff dieser Klassen, die Amino-tetronsiure (Il), seit langem be- 
kannt, aber nach dem in der Literatur beschriebenen Verfahren 2) 
nur schlecht zu erhalten war, hat Herr Hasse diese Substanz 
im Herbst 1935 leicht und in guter Ausbeute durch katalytische 
Reduktion von Nitro-tetronsiure (III) mit Palladium—Bariumsulfat 
erhalten’). Die Amino-tetronsiure erwies sich, wie wir fanden, 
im Reduktionsverhalten als vélliges Analogon der Oxy-tetronsiure; 


1) Knoop, Ditt, Hecksteden, Maier, Merz u. Hirle, Diese Z. 


239, 30 (1936); Martin u. Knoop, Diese Z. 240, 195 (1936). 


*) L. Wolff, Liebigs Ann. 312, 133 (1900); Wolff u. Littring- 
haus, Liebigs Ann. 312, 140 (1900). 
8) Dissertation K. Hasse, Gottingen 1936. 
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sie verbraucht 2 Atome Jod in saurer Lésung und reduziert saure 
Silbernitratlésung in der Kilte sofort. 

Als Ausgangsstoff fiir die Synthese der Scorbaminsiure diente 
die 2-Desoxy-l-ascorbinsiure, die friiher beschrieben wurde }), nach- 
dem alle Versuche, nach anderen einfacheren Methoden Stoffe mit 
einer scorbaminsdureartigen Struktur zu erhalten, fehlschlugen. 
Wir geben zunichst einen kurzen Uberblick iiber die Methoden, 
die nicht zum Ziele fiihren, um zu zeigen, welche Widerstiinde 
dem Aufbau des Ringsystems und der Aminogruppierung der 
Amino-tetronsdiure und ihren Analogen entgegenstehen. 


1. Setzt man die Na-Verbindungen des Benzoyl- oder Carbo-benzoxy 
glykokoll-esters mit Acetyl-glykolsiure-chlorid um, so erfolgt zwar Austritt 
von NaCl; es ist aber kein «-Amino-§-ketosiure-derivat zu erhalten (Aus- 
weichen der Reaktion in anderer Richtung). 

2. Bei der Kondensation von Benzoy]-glykolsiiure-ester und Benzoy!- 
glykokoll-ester mit Alkalimetall (Esterkondensation) ist keine Benzoyl-amino- 
tetronsiiure*) nachzuweisen. 

3. Synthesen, die von der Einwirkung von Acetyl-glykolsiure-chlorid 
auf die Na-Verbindungen geeignet substituierter Amino-malonester ausgingen, 
fiihrten zur Kondensation. Die erhaltenen Produkte gingen aber leiciit 
wieder in die Ausgangsmolekiile iiber (Siiurespaltung). Es wurden die Na- 
Verbindungen folgender Stoffe umgesetzt, die von uns z. T. neu dargestellt 
worden waren: 

a) Diithoxy-methylen-amino-malonester (aus Amino-malonester-hydro- 
chlorid und Imino-kohlensiure-diithylester). 

b) N-Benzoyl-amino-malonester (entgegen den Angaben der Literatur 
in Benzol%) leicht zu erhalten). 

ce) N-Carbo-benzoxy-amino-malonester. 


Ferner versagte der Versuch, von Ascorbinsiure ausgehend zur Scorb- 
aminsiure zu gelangen, und zwar auf folgenden Wegen: 

1. Katalytische Hydrierung von Ascorbinsiiure in ammoniakalischer 
Lésung (Knoop); die Enolform wird als Ammoniumsalz festgelegt. 

2. Ein Oxim der Ascorbinsiiure zu erhalten (Oximierung mit freiem 
Hydroxylamin oder Hydroxylamin-acetat ist selbst in der Bombe unmdglich). 

3. Xyloson nach der Streckerschen Aminosiuresynthese mit Blau- 
siiure und Ammoniak umzusetzen. (Das erhaltene Nitril scheint sofort in 
die En-diolform tiberzugehen, die nicht mit Ammoniak reagiert). 


Es war also der lingere Weg iiber die 2-Desoxy-l-ascorbin- 
siure (IV) einzuscilagen. Erleichtert wurde das Verfahren dadurch. 
daB es gelang, die Ausbeute bei der etwas langwierigen Synthese 
dieses Stoffes auBerordentlich zu verbessern, sofern man sich genau 


') Micheel u. Hasse, Ber. chem. Ges. 69, 879 (1936). 
*) Die N-benzoyl-amino-tetronsiiure wurde auf anderem Wege er- 
halten von Wolff u. Liittringhaus, Liebigs Ann. 312, 142 (1900). 
*) Loecquin u. Cerchez, Bull. Soc. chim. (4) 49, 45 (1931). 
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an bestimmte Arbeitsbedingungen hilt. Die 2-Desoxy-l-ascorbin- 
siure wird zunichst mit Phenyl-diazoniumchlorid zum Mono-pheny]l- 
nydrazon der Dehydro-l-ascorbinsiure gekuppelt. (V bzw. die tauto- 
meren Formeln VI und VI a.) Dies Phenyl-hydrazon ist durch 
direkten Umsatz von Desoxy-ascorbinsiure mit Phenylhydrazin 
nicht zugiinglich. V wird mit durch Palladiummohr angeregten 











HOC-———CH O=—C——-C=N—NH—C,H, 
OH OH | | —> OH OH 
C—C—CH C=O C—-C—CH C=O 
H, HO ONY H, HO NY 
IV V 
H 
HOC——C—N=N—C,H, O=C——C—N=N—C,H, 
OH OH | OH OH | 
C—C-—CH CU=0 C—C—CH C=O 
H, HO Nw H, HOONY 
VI Via 
H 
HOC-——C—NH, O=—C—— C—NH, 
—> OH OH | <-> OH OH | 
C-—C—CH C=0 C—C—CH C=0 
H, H — H, H “ae 
. 4 la 
7 
H 
HOC——C=NH 
| 
oH OH | | 


C—C—CH C=0 
H, HO NY 
Ib 

Wasserstoff leicht in saurer oder neutraler Lésung zur Scorb- 
aminsiure (I) reduziert. Man arbeitet am besten in neutraler 
Lisung, da sich dann das gebildete Anilin bequem durch Aus- 
‘ithern entfernen liBt. Fiir die Scorbaminsiiure kommen neben der 
Formel I die tautomeren Ia und Ib in Frage. Wir méchten in 
Analogie zur Ascorbinsiure zunichst I den Vorzug geben. In 
bezug auf das Reduktionsvermégen gleicht die Scorbaminsdure 
der Ascorbinsiiure: sie l4Bt sich in saurer Lésung mit Jodlésung 
titrieren und verbraucht 2 Atome Jod. Ferner reduziert sie saure 
Silbernitratlésung schon in der Kilte schnell. Thr saurer Charakter 
tritt, entsprechend ihrer Struktur jedoch zuriick. Ihre wiBrige 
Lésung gibt sofort mit Eisenchlorid eine rote Fiarbung, wahrend 
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diese bei der Ascorbinsiiure erst nach Neutralisation des saure: 
Hydroxyls auftritt. Beim Stehen an der Luft, besser noch bei 
der Dehydrierung mit Chinon, bildet sich aus Scorbaminsiiure 
ein intensiv roter Farbstoff, fiir den die Formel eines Pyrazin- 
derivates in Betracht zu ziehen ist: Kondensation eines Mole- 
kiils Dehydro-scorbaminsiure mit einem Molekiil Scorbaminsiiure 








O 
Pattie H H, O 

O=C HC—C—C i ee i 
| | OH OH O=C HC—C—C 
on § | | OH OH 

o hie —— 

H 3 x \ 

2 H > N 
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. ’ oe A 




















ae OH OH | 
OH OH | | C—C—CH C=0 
C—C—CH C=0 H H NX 
H, H A O 
VIL VIL 
_O==C——C=N H HOC C-NH, O==C——C=NH 
OH OH | OH OH | | OH OH | 
O—0-—CH (0 O-0—CH 0.0 ©O—C—h C0 
H, HO NY HH NY H, HON 
+» allemaal N——C-—C-—_N a 
> OH OH | OH OH | OH OH | 
C—_O—CH O=0 C—C—CH C-0 0—O—CH C=x0 
H, HO NY H, HO NY H, HON 
IX 


(VIl-—»> VIII). In stiarker saurer Lisung, auch bei der Titration 
mit Jod in saurer Lésung, bleibt die Farbstoffbildung aus. Da 
die einfache Formel VIII jedoch nicht befriedigend die Farbtiefe 
zu erkliren vermag, wire demgegeniiber eine kettenférmige 
Kondensation nach [X, bei der abwechselnd ein Scorbaminsiure- 
Molekiil mit einem dehydrierten Molekiil zusammentritt, in Be- 
tracht zu ziehen. Auch die Amino-tetronsiure (II) bildet einen 
ihnlichen roten Farbstoff. Infolgedessen ist anzunehmen, daB bei 
der Farbstoffbildung die Seitenkette der Scorbaminsiure nicht in 
Reaktion tritt. Diese roten Farbstoffe kénnen durch katalytisch 
erregten Wasserstoff zu farblosen (Leuko)-Verbindungen, aber nicht 
zur Scorbaminsiure bzw. Amino-tetronsiure reduziert werden. 
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Von besonderem Interesse war die Priifung der Scorbamin- 
siure auf ihr physiologisches Verhalten, weil man bei den nahen 
Beziehungen von «-Amino- und @-Keto-siuren eine physiologische 
Wirksamkeit fiir méglich halten konnte. Die Untersuchungen in 
dieser Richtung wurden im Biologischen Laboratorium der Firma 
Kk. Merck-Darmstadt durchgefiihrt. Es zeigte sich, daB die Scorb- 
aminsdure im prophylaktischen Test per os beim Meerschweinchen 
in Dosen von 0,5. und 1,0 mg taglich, also in Dosen, in denen 
die 1-Ascorbinsaéure Schutz gewihrt, unwirksam ist. Ebensowenig 
zeigte sie im therapeutischen Test, mit Gaben von 6 mg tiiglich 
verabreicht, Heilwirkung. Da sie in vitro schneller als |-Ascorbin- 
siure oxydiert wird, wurde auch eine Priifung im therapeutischen 
Test bei subeutaner Applikation vorgenommen. Hier erwies sich 
die Scorbaminsiure mit 0,5 mg, 1 mg und 3 mg tiglich nach dem 
Verlauf der Gewichtskurven ebenfalls als nicht wirksam’). 


Vergleicht man dieses Verhalten mit dem der |-Ascorbinsiure, 
so kann man folgendes bemerken: eine Desamidierung der 1|-Scorb- 
aminsiure zur ]-Ascorbinsiiure im Tierkérper findet nicht statt oder 
nur in unbedeutendem AusmaBe (wie sie durch die bisherigen Tier- 
versuche nicht erfaBt wurde). Die Wirkungsweise der l-Ascorbin- 
siure als Vitamin diirfte neben ihrem in seinen Einzelheiten un- 
geklirten EinfluB auf proteolytische Prozesse in ihrem Verhalten 
als Oxydations-Reduktionssystem liegen. Oxydierte l-Ascorbinsaiure 
kann im Organismus z.B. durch SH-Verbindungen zu |-Ascorbin- 
siure reduziert werden”). Hier liegt der Unterschied zum Verhalten 
der Scorbaminsiure: wie oben gezeigt, kondensiert sich Dehydro- 
scorbaminsiiure mit Scorbaminsiiure zu einem Farbstoff. Da diese 
Reaktion irreversibel ist,so wird bei einem bestimmten Oxydations- 
potential vorhandene Desoxy-scorbaminsiure dem Gleichgewicht 
mit der Scorbaminsiure sofort entzogen. Damit ist die Scorb- 
aminsiiure nicht in der lage, als Oxydations-Reduktionssystem 


1) Kiirzlich wurde von Ott, Kriimer und Faust [Diese Z. 2435, 199 
(1936)] tiber die Isolierung eines N-haltigen, schwach antiskorbutisch wirk- 
samen Stoffes, der auch geringes Reduktionsvermégen gegen Dichlor-phenol- 
indophenol besitzt, aus Rindérnebennieren berichtet. Nach den Kigenschaften 
dieses Stoffes glauben wir nicht, da8 er mit der Scorbaminsiiure im Zusammen- 
hange steht. 

*) Infolge des héheren Redoxpotentials von Enol-aminverbindungen 
(Martius u. Knoop, a.a. O.) diirfte die Reduktion von Dehydroscorbamin- 
siiure durch Thiolverbindungen auf Schwierigkeiten stoBen. Messungen des 
Redoxpotentials der Scorbaminsiiure stehen noch aus. 
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zu wirken. Wenn auch a priori der Ersatz von Hydroxyl durch 
NH, in der Ascorbinsiure die biologische Wirksamkeit nicht auf- 
zuheben brauchte, da ja beide Stoffe in bezug auf ihr Reduktions- 
vermégen sich thnlich verhalten, so ist doch an Hand des be- 
schriebenen Verhaltens der Dehydro-scorbaminsiure die Unwirk- 
samkeit der Scorbaminsiure zu erwarten. 


Die Untersuchungen wurden mit Unterstiitzung der Deut- 
schen Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt. Die Firma 
Merck stellte uns ]-Ascorbinsiiure zur Verfiigung und nahm die 


physiologische Priifung vor. Ihnen sei auch an dieser Stelle 
bestens gedankt. 


Versuche. 


Da die Darstellung der 2-Desoxy-l-ascorbinsiiure gegeniiber der friiher 
angegebenen Vorschrift?) in allen Stufen wesentlich verbessert werden konnte, 
geben wir zuniichst eine genaue Beschreibung der Arbeitsweise: 


3,4-Monoaceton-2-acetyl-l-threonsaure-chlorid. 3 g Monoaceton-l- 
threonsaures Kalium werden mit dem Dreifachen der berechneten Menge 
Essigsiure-anhydrid in Pyridin acetyliert. Nach dem Aufarbeiten wird das 
Kaliumsalz dreimal mit Benzol bei einer Badtemperatur von 130° zur 
Trockne gedampft und 1 Tag iiber Phosphorpentoxyd géetrocknet. Bei 
Zugabe von 15 cem Thionylehlorid zu dem staubtrocknen Produkt tritt 
lebhafte Reaktion ein. Nach deren Abklingen wird kurz auf 60° erwirmt 
und das iiberschiissige Thionylchlorid darauf im Vakuum entfernt. Der 
Riickstand wird einmal lingere Zeit mit Petrolither ausgekocht und dann 
zweimal mit je 50 cem eines Gemisches von Benzol-Ather oder Benzol- 
Petrolither ausgezogen. Die Lésungen werden schnell im Vakuum ein- 
gedampft und das zuriickbleibende Ol sodann im Hochvakuum destilliert. 
Siedep.,; 73—75°; Ausbeute bis zu 62°/, d. Th. 


2-Desoxy-l-ascorbin-2-carbonsaure-athylester. Die Kondensation 
wird, wie friiher beschrieben, in Ather—Alkohol ausgefiihrt. Zur Abspaltung 
des Acetonrestes erwiirmt man mit einem Uberschu8 von 3 cem 1 n-Salz- 
siure 1 Stunde auf 65° Man erhdlt dann ein fast farbloses Produkt. Aus- 
beute nach der Reinigung 60°/, d. Th. 


2-Desoxy-l-ascorbinsaure (IV). Die Verseifung erfolgt wie friiher 
beschrieben; es ist jedoch unbedingt nétig, die Siure mit einem geringen 
UnterschuB an Salzsiiure aus ihrem Natriumsalz in Freiheit zu setzen. Denn 
bei mineralsaurer Reaktion der Umsetzungsmasse wird ein Sirup erhalten, 
der nicht krystallisiert und keine 2-Desoxy-1l-ascorbinséure enthilt. Bei 
sorgfiltiger Arbeit (unter N, bzw. CO,) wird ein Produkt gewonnen, das 
sofort fiir den folgenden Umsatz geeignet ist. Ausbeute etwa 70°/, d. Th. 


«-Phenylhydrazon der 2-Dehydro-l-ascorbinsaure (V, VI, VIa). 
200 mg 2-Desoxy-l-ascorbinsiure werden in wenig Wasser geliést und mit 


') Vgl. Micheel u. Hasse, Ber. chem. Ges. 69, 879 (1936). 
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175 mg Kaliumearbonat versetzt. Dazu gibt man unter Kiihlung eine Pheny]l- 
diazoniumchlorid-Lésung aus 100 mg Anilin, 80 mg Natriumnitrit und 4 ccm 
1 n-Salzsiiure und filtriert, falls nétig, rasch von einigen Flocken ab. Es 
scheidet sich bald das Phenylhydrazon in kérnigen Krystallen ab. Aus 
Wasser umkrystallisiert bildet es gelb bis orange gefiirbte Krystalle. 
Schmelzp. 165°; Ausbeute 80°/, d. Th. Infolge des guten Krystallisations- 
yermégens des Phenylhydrazons eignet sich schon die rohe 2-Desoxy- 
ascorbinsiiure fiir die Kupplung. 


3,979 mg Subst.: 7,965 mg CO,, 1,620 mg H,O. — 3,000 mg Subst.: 
0.284 cem N (25°, 750 mm). 


CioH,,O;N, (264,1) Ber. C 54,52 H 4,58 N 10,6 
om , 5600 . 456 ~ 10%. 


1-Scorbaminsaure (2-Desoxy-2-amino-l-ascorbinsaure) (I). Zu 150mg 
des Phenylhydrazons und 50 mg Palladiummohr werden 15 cem Wasser und 
3 eem Alkohol gegeben. Dann wird in einer Wasserstoffatmosphiire ge- 
schiittelt. Wiéihrend der katalytischen Hydrierung in der Ente geht die 
Substanz in Lésung. Nach etwa einer Stunde ist die Lésung farblos 
ceworden und die Hydrierung beendet. Man saugt vom Katalysator ab 
und befreit die Lésung durch zweimaliges Ausschiitteln mit peroxyd- 
freiem Ather vom Anilin. Die Lésung wird sodann i. V. unter CO, ein- 
gedampft, wobei sie sich rétlich fiirbt (geringe Oxydation). Die Scorbamin- 
siure bleibt zunichst als Sirup zuriick, der durch Umfillen aus Methanol 
mit Ather in ein fast farbloses Pulver verwandelt wird, das keine Kry- 
stalle erkennen l4Bt. Die Scorbaminsiiure briiunt sich bei 80°, sintert 
bei 100° und verkohlt dann. 


4,476 mg Subst.: 6,680 mg CO,, 2,250 mg H,O. — 2,290 mg Subst.: 
0,163 eem N (27,5°, 745 mm). — 8,30 mg Subst.: 9,20 cem n/100-Jodlésung. 


C,H,O.N (175,08) 
Ber. C 41,1 H 5,18 N 8,00 Aquiv.-Gew. 87,5 (aus Jodoxydation) 
Gef. ., 40,7 ,, 5,63 ,, 7,94 - 90,0. 


u-Amino-tetronsaure') (II). 
(Bearbeitet von K. Hasse.) 


1 g Nitro-tetronsiure*) wird in schwach essigsaurer Lésung mit 1 ¢g 
1°/,igem Palladium-Bariumsulfat-Katalysator in Wasserstoffatmosphire ge- 
schiittelt. Die berechnete Menge Wasserstoff wird innerhalb einer Stunde 
aufgenommen. Sodann wird unter vélligem Ausschlu8 von Luft aufgearbeitet. 
Ausbeute an reiner krystallisierter Substanz 80°/, d. Th. Die Amino-tetron- 
siiure reduziert saure Silbernitratl6sung und verbraucht bei der Titration 
mit n/10-Jodlésung bei Gegenwart von Siiure 2 Atome Jod. 


1) Vgl. Dissertation Kurt Hasse, Gottingen 1956. 
*) Wolff, Liebigs Ann. 512, 133 (1900). 
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Priifung der Scorbaminsaure im Tierversuch (Meerschweinchen). 
Von Th. Moll. 


Die Tiere wurden nach 24 Tagen getitet, Tiere Nr. 2 und Nr. 10 
sind nach 23 Tagen gestorben. 
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Art der 
Behandlung 


V. Beg. d. Vers. an 
p. 0. 0,5 mg tgl. 

V. 17. Tag an sbe. 
0,5 mg tgl. 

V. Beg. d. Vers. an 
p. 0. 1,0 mg tgl. 

V. 17. Tag an sbe. 
1,0 mg tgl. . . 

V. Beg. b. Ende 
p. 0. 1,0 mg tgl. 

V. 16. Tag an sbe. 
1,0 mg tgl. . . 

V. Beg. d. Vers. an 
p- 0. 0,5 mg tgl. 

V. 17. Tag an sbe. 
3,0 mg tgl. 

V. 14. Tag an p. o. 
3,0 mg tel. 


V. Beg. b. Ende 
p. 0. 0,5 mg tgl. 

V. 17. Tag an p. o. 
0,5 mg tgl. 

V. 14. Tag an p. o. 
0,5 mg tgl. 


Zeichenerklirung: a = Unterkiefer korrodiert und briichig; b = Ziihne 
gelockert; ¢ = Knochenknorpelgrenze der Rippen verdickt; d = Blutungen 
an den Pridilektionsstellen; p.o.= per os; sbe. = subcutan. 
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[297 310/14 |210J4++4+\/+4+4 +++ +44] 

















Gewicht in g Zerlegungsbefund 
4 bD | . &p “= hoe 

a |e me} o 

= Re - a b c d 
q 2-54 

Scorbaminsiure. 
285 | 345/17 | 265]+ ++ +++ +4+4+/+4+4 
j | 
310} 347/17} 225]/+ ++ 4+4+/ 444+ 444+ 
805 | 353/17 /320] ++ | ++) ++ |++4+ 
| | 
829 | 369/16 | 275]+ ++) ++ ++ [+++ 
316 | 398/17 |340]+ ++) ++ > ++ (+44 
200 | 316/14 |262] ++ | ++) + | ++ 
Ascorbinsiiure. 
| | 
322 380/16 | 400} 0 0 0 0 
| | 

313 | 289/17 | 305 + + 4 
819 | 335/14 | 346 - | we) 


Unbehandelt. 
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Versuche iiber die Einwirkung von Alkali auf Cozymase. 


Von 





Ragnar Vestin und Hans vy. Euler. 





Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 





(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Marz 1937.) 


Die Einwirkung von Alkali aut Cozymase bzw. auf ihre 
Aktivitiit als Co-Enzym der Girung kommt in den Aktivitits- 
p,-Kurven zum Ausdruck, welche in diesem Institut wiederholt 
festgestellt wurden [Myrback u. Kuler!*), Kuler u. Giinther?»)}, 
Aus diesen Kurven, die fiir Cozymase-Priiparate verschiedenen 
Reinheitsgrades und verschiedener Herkunft ermittelt wurden, er- 
gibt sich, daB 1 stiindiges Krhitzen auf 100° bereits bei p,, =7 die 
sirungs-aktivierende Wirkung der Cozymase auf einen geringen 
Bruchteil, etwa auf 10°/, des urspriinglichen Wertes erniedrigt; 
offenbar sind die Anionen der Cozymase viel labiler als die 
isoelektrischen und ungeladenen Cozymase-Molekiile. Spiter hat 
Myrback?) die Beobachtung gemacht, daB die Alkalibehandlung 
teils eine starke Steigerung des Alkaliverbrauchs des Priparates, 
teils eine wesentliche Verminderung des Jodbindungsvermégens 
(bestimmt nach Willstatter-Schudel) zur Folge hat. Nach 
Myrback laufen diese beiden Verinderungen beim Erhitzen mit 
schwachem Alkali bei 50° parallel. Diese Beobachtungen ver- 
anlaBten Myrback zur Annahme, daB die Alkali-Inaktivierung 
der Cozymase unter irreversibler Zerstérung der fiir die Oxydo- 
reduktion notwendigen ,,reduzierenden Gruppe“ vor sich geht, 
unter gleichzeitiger Freilegung eines Saéureiiquivalentes. 

Spiitere Versuche von Schlenk*) haben gezeigt, dab die 
Alkalibehandlung eine Spaltung der Cozymase bewirkt, wobei 
die quaternire Pyridiniumbase in Form von Nicotinsiureamid 
freigelegt wird. Hierdurch lieBe sich auch die Veriinderung des 
Jodverbrauchs der Priparate erkliren, da die Jod-verbrauchende 
Gruppe im Molekiil wohl in der Pyridiniumbase zu suchen ist‘). 
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Unsere Kenntnis von der Einwirkung des Alkalis auf Co- 
zymase ist in letzter Zeit durch zwei weitere Beobachtungen 
erweitert worden: 

1. Cozymase, die selbst unfihig ist, eine Uberfiihrung von 
Phosphatgruppen zwischen verschiedenen Substraten beim Stoii- 
wechsel im Muskel zu vermitteln, geht durch alkalische Behand- 
lung in ein als Cophosphorylase stark wirksames Produkt iiber, 
das ebenso wie Adenylsiure bei Umphosphorylierungs-Reaktionen 
intermediir in eine phosphatreichere Form iibergefiihrt wird). 

2. Ein wesentlicher Teil (etwa 60°/, des einen P-Atoms| 
der Phosphorsiure der Cozymase wird in siurelabile Form 
iibergefiihrt (durch Lohmanns 7-Minuten-Hydrolyse in n-H( 
abspaltbar). In einer friiheren Mitteilung’) iiber diese Beob- 
achtung haben wir die Vermutung ausgesprochen, daB die siure- 
labile Substanz eine Adenosin-diphosphorséure sei. Hierdurch 
wiirde also auch die Cophosphorylase-Wirksamkeit des alkalischen 
Abbauproduktes erklart werden. Vorliufig ist selbstverstiandlich 
aber nicht ausgeschlossen, dai die siurelabile Phosphatgruppe 
auf andere Weise gebunden sein kann, beispielsweise an Amido- 
Stickstoff. Kine Isolierung der betreffenden Substanz wird diese 
Frage klaren. 

Was die Reaktionsfolge bei der Alkalihydrolyse von Co- 
zymase betrifft, so ist noch hinzuzufiigen: Erfolgt die Alkalli- 
inaktivierung in der Kilte, so bilden sich nach jiingst ausgefiihrten 
Untersuchungen von F. Schlenk®) nur geringe Mengen von Co- 
phosphorylase. Das gleiche war der Fall beziiglich der Bildung 
des siiurelabilen Phosphorsiure-esters °). 

Die vorliegende Arbeit umfaft eine eingehendere Priifung 
der verschiedenen Verinderungen in den Higenschaften des Co- 
zymase-Molekils waihrend des alkalischen Abbaues und des zeit- 
lichen Zusammenhanges zwischen diesen Veriinderungen. In einer 
weiteren Arbeit von Schlenk, Euler, Heiwinkel, Gleim und 
Nystrém*) werden priaparativ gerichtete Untersuchungen auf 
diesem Gebiete beschrieben. 


I. Alkaliverbrauch der Cozymase und ihrer Abbauprodukte. 


Klektrometrische Titrationen®) haben ergeben, daB die intakte 
Cozymase eine einbasische Siure darstellt. Oftmals wird jedoch 
ein gréBerer Alkaliverbrauch erzielt, als einem Aquivalent pro Mol. 
entspricht. Hiufig vorkommende saure Verunreinigungen erkliren 
indessen diese Ergebnisse. Von Bedeutung ist, festzustellen, 
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wieviel saure Gruppen bei der Alkalibehandlung freigelegt werden. 
F. Schlenk hat Werte erhalten, die dahin deuten, daB nur eine 
saure Gruppe iiber die urspriingliche hinaus im Reaktionsgemisch 
nach der Alkaliinaktivierung vorhanden ist [vgl. Myrbick?)]. Es 
zeigt sich aber, daB die Versuchsbedingungen bei der Alkali- 
behandlung von groBem EinfluB sind. 

Nimmt man die Inaktivierung bei 100° mit méglichst ge- 
ringem Uberschu8 an Alkali vor, und neutralisiert wihrend des 
Fortschreitens der Hydrolyse durch sukzessiven Alkalizusatz die 
freigelegten sauren Gruppen, womit gleichzeitig die Bestimmung 
des Laugenverbrauches des Priparates erfolgt, so steigt der Alkali- 
verbrauch schnell auf 2 Aqu. pro Mol. urspriinglich vorhandener 
Cozymase, aber strebt dann einem Grenzwert von 3 Aqu. pro Mol. zu. 


Versuch 1. 


Anderung der Basicitit der Cozymase 
bei milder Alkalibehandlung. 


Eine CO,-freie Cozymase-Lésung, enthaltend 1—2 mg Cozymase pro 
Kubikzentimeter, wird mit Alkali neutralisiert unter Anwendung von Phenol- 
phthalein oder Thymolphthalein als Indicator. Die Lésung wird dann 
erhitzt und durch Alkalizusatz wird die Indicatorfarbe in Ubereinstimmung 
mit einer Vergleichslésung ohne Cozymase gehalten. Die Titration erfolgt 
unter Paraffin. Durch nachherige Phosphatanalyse wird der Cozymase- 
Gehalt der Liésung ebenfalls gepriift. 

Durch diese Methode ist es méglich, einen Alkaliabbau der Cozymase 
mit méglichst geringem AlkaliiiberschuB zu erhalten. Gleichzeitig kénnen 
die freigelegten sauren Gruppen bestimmt werden. 

A. Cozymase-Priiparat 1234 in Lésung, enthaltend 25,0 mg in 20 ccm. 
Die Titration geschieht mit Phenolphthalein als Indicator und einer 
0,050 n-Lauge. 


Vor der Behandlung werden verbraucht 0,88 ccm Lauge = 1,13 Aqu. pro Mol. 


Nach langsamem Erwiirmen auf 95°. 1,52 = 1,95 
o. wm OUR TR” kc tw we os a = 2,37 
» 20 eS = 2,77 
» 30 severe s = 2,99 
, 40 eee = 3,10 
» 50 sie fakes gaia a = 3,12 
= ees = 3,15 


B. Cozymase-Priparat 1224, 30 mg in 25 ccm Alkali 0,0333 n-NaOH. 
Indicator Thymolphthalein. 

Wiihrend des Versuchs werden geringere Mengen Lésung fiir ver- 
schiedene Bestimmungen entnommen. Die erhaltenen Titrationswerte sind 
mit Riicksicht darauf korrigiert worden. 
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Vor der Behandlung wurden verbraucht 1,35cem Lauge = 1,0 Aqu. pro Mol, 


Nach Jangsamem Erwirmen auf 95°. 2,74 = 3.1 
10 Min. bei 95°, . 2. 2. 3.33 = 2,5 
trae as cc, 3.97 = 2,9 
LO Saker ane S., 4.34 = 3,2 
_ ee eee 4,37 = 3,2 

2 ee ae 4,37 = 3,2 


Indessen wird das Praparat wesentlich zeitiger voéllig girungs- 
inaktiv und es ist also méglich, inaktive Abbauprodukte zu er- 
halten, die nur etwa 2 Aqu. Alkali verbrauchen. Wird anderer- 
seits die Cozymase mit iiberschiissigem Alkali behandelt, so 
kann der Laugenverbrauch noch weiter iiber 3 Aqu. gesteigert 
werden, was vermutlich durch einen Zerfall der Zuckerkomponenten 
zu erkliren ist. Sicher ist aber, dab eine milde, in der angegebenen 
Weise ausgefiihrte Alkalibehandlung ein 3 basisches Endprodukt 


ibt. 
— II. Verhalten der Cozymase 


und ihrer alkalischen Abbauprodukte gegen Hypojodit. 

Die intakte Cozymase verbraucht in alkalischer Lésung eine 
Jodmenge, die nach friiheren Untersuchungen von Myrbick?} 
einem Gehalt von 75—125°/, Glucose entspricht, d. h. 6—7 Aqu. 
Jod pro Mol. Ubereinstimmende Werte sind von F. Schlenk 
erhalten worden®’). Bei der Hypojoditbehandlung ist der Jod- 
verbrauch jedoch stark abhangig sowohl von der zur Verwendung 
kommenden Jodmenge als auch von der Alkalinitit der Lésung’). 
Die am besten reproduzierbaren Werte beziehen sich auf einen 
Jodverbrauch von 7—8 Aqu. Jod pro Mol. Cozymase an 
(vgl. Versach Nr. 6). 

Indessen ist das Wesen des Jodverbrauchs noch nicht vdllig 
gekliart. EF’. Karrer und Mitarbeiter*) haben gezeigt, da8 Gluco- 
sido-l-Pyridiniumbromid wie auch Nicotinsiureamid-jodmethylat 
ebenso wie Cozymase Jod in alkalischer Lésung verbrauchen, 
und zwar betrigt der Verbrauch auch hier 7—8 Aqu. pro Mol. 
Wird Cozymase der Alkalibehandlung unterworfen, so sinkt der 
Jodverbrauch nach Myrbick?) auf etwa '/, des urspriinglichen 
Wertes. Auch in diesem Falle sind die EKigenschaften des End- 
produktes stark abhingig von den Versuchsbedingungen bei der 


Alkalibehandlung. Cismmsh 2 


Anderung des Jodbindungsvermégens der Cozymase 
nach Behandlung mit iiberschiissigem Alkali bei 100°. 


Cozymase-Priiparat 1089 wird in einer Lésung, enthaltend 34,4 mg 
Cozymase pro 25 cem, in 0,05 n-NaOH bei 100° erhitzt. 











0 Mol. 
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In verschiedenen Zeitabstinden werden Proben entnommen, die nach 
Neutralisierung nach Willstitter und Schudel titriert werden. Die 
nachstehende Kurve (Fig. 1) gibt den Jodverbrauch der Cozymase in Ab- 
hingigkeit von der Erhitzungszeit an. 


S 
1 


— 


4 
—» 70 Einwirkungsasuer des Alkali ( Min.) 


Fig. 1. 











—»Agu./prmol Coz. 


Als Beispiel wird hier ein Versuch angefiihrt, bei welchem 
das Endprodukt deutlich nur 1 Aqu. Jod pro Mol. verbraucht. 
In diesem Zusammenhang ist zu erwihnen, daB die Ribose- 
5-phosphorsaure in alkalischer Lésung ziemlich schnell zerstort 
wird, wobei der Alkaliverbrauch abnimmt, wihrend freie Ribose 
relativ stabil ist (vgl. Versuch 3). 

Jedenfalls steht fest, daB die sauren Hydrolyseprodukte der 
Cozymase immer mehr Jod verbrauchen als die Alkaliinaktivate. 
Dieser Umstand beruht nach Myrbick auf einer Freilegung von 


jodverbrauchenden Zuckeraldehydgruppen bei saurer Hydrolyse. 


Trifft diese Erklirung zu, so muf eine saure Hydrolyse von Alkali- 
inaktivaten eine Steigerung des Jodverbrauchs derselben zur Folge 
haben. DaB dies der Fall ist, geht aus Versuch 3 hervor. Ein 
Vergleich mit Adenylsiiure zeigt, daf diese Erscheinung tatsichlich 
durch die saure Abspaltung von Adenin, die unter Freilegung einer 
Zuckeraldehydgruppe geschieht, durchaus erklirt werden kann. 


Versuch 8. 


Bestimmung des Jodverbrauchs der Cozymase 
nach alkalischer bzw. saurer Behandlung, 
sowie nach aufeinanderfolgender alkalischer 
und saurer Behandlung. 

Vergleich des entsprechenden Verhaltens 
der Ribose-5-phosphorsaiure und der t-Adenylsdure. 


Priiparat: 1. Cozymase 1089. 2. Ribose-5-phosphorsiure, isoliert 
aus Cozymase’), 3. t-Adenylsiiure (Henning). 
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Aqu. Jod pro Mol. Substanz 
vor der nach der 
Behandlung | Behandlung 


Siurehydrolyse (1 n-HCl 7 Minuten bei 100°). 


Ribose verbraucht ........ 1,53 1,63 
Ribose-5-phosphorsiiure . . . .. . 1,57 1,72 
t-Adenylsfiure .......... 0,0 | 1,76 
Co eee eee 6,4 3,5 


Alkalibehandlung (0,1 n-NaOH 7 Minuten bei 100°). 


Ribose verbraucht ........ 1,53 1,44 
Ribose-5-phosphorsiure ..... . 1,57 0,77 
a 0,0 0,32 
a ee Te eee 6,4 1,17 





Siurehydrolyse nach Alkalibehandlung. 


Ribose verbraucht ........ 1,44 0,58 
Ribose-5-phosphorsiiure . .... . 0,77 0,55 
t-Adenylsiure .......... 0,32 1,46 
Oo ee ee ee 117 2,6 


III. Bildung von leicht hydrolysierbarem Phosphorsaureester. 


Bei alkalischer Behandlung von Cozymase in der Wirme 
wird eine gewisse Menge siaurelabiles Phosphat erhalten®). Diese 
Menge betriigt jedoch nie die theoretisch mégliche, d. h. 50°/, 
des Gesamtphosphats. Bei verlingerter Erhitzungszeit (vgl. Ver- 
such 4) ist die Ausbeute niedriger. Die siurelabile P-Bindung 
ist in alkalischer Lésung spaltbar, wenn auch weniger schnell. 


Versuch 4. 


Bildung von séiurelabilem Phosphat und Abspaltung 
von anorganischem Phosphat aus Cozymase 
bei Behandlung mit iiberschiissigem Alkali 
unter verschiedenen Bedingungen. 
Cozymase-Priiparat 1202 in Lésung, enthaltend 1 mg pro Kubik- 
zentimeter. 


Nach der Alkalibehandlung wird in 1n-HCl hydrolysiert und das 
dabei freigelegte Phosphat colorimetrisch bestimmt. 


Die nachstehende Tabelle gibt eine Zusammenstellung von einer Reihe 
verschiedener Versuche. Freigelegtes anorganisches Phosphat und siure- 
labiles Phosphat (abspaltbar durch 7-Minuten-Hydrolyse) werden in Prozent 
des Gesamtphosphats ausgedriickt. 
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, Behandlungs- - “tae 
Temperatur Alkali- pee 6 i wee Sdurelabiles 
5 konzentration Minuten Phosphat Phosphat 
20 0,1 n. 240 0 5,5*) 
80 0,1 n. 30—120 20 9 
100 0,1 n. 0,25 13 13 
100 0,1 n. 1,5 17 19 
100 0,1 n. 4 21 17 
100 0,01 n. 4 14 16 
100 0,01 n. 6 16 19 














*) Diese Menge ibertrifft nicht die Spaltung der intakten Cozymase 
durch 7-Minuten-Hydrolyse. 


Kine Bildung von leicht hydrolysierbarem Phosphorsiureester 
erfolgt tiberhaupt nicht ohne gleichzeitige Abspaltung von einer 
gewissen Menge anorganischem Phosphat (10—20°/, des Gesamt- 
phosphats). 

Die beste Ausbeute an siurelabilem Phosphatester wurde 
erzielt bei Hydrolyse mit aquivalenter Menge Alkali gemiB Ver- 
such 1. Wird die Alkalibehandlung nach dieser Methode aus- 
cefiihrt, so ist eine praiparative Bearbeitung méglich, wodurch der 
siiurelabile Phosphorsiiureester niher charakterisiert werden kann. 
Diese Versuche sind noch nicht beendet. 


Versuch 5. 
Bildung von siurelabilem Phosphat 
bei milder Alkalibehandlung. 

Die Alkalibehandlung yon Cozymase-Priiparat 1224 erfolgt in Uber- 
einstimmung mit Versuch 1B. In verschiedenen Zeitabstiinden werden 
Proben entnommen, an denen die Verteilung des siiurehydrolysierbaren 
Phosphats durch Hydrolyse in 1n-HCl untersucht wird. Die Abspaltung 
von anorganischem Phosphat bei dieser Siiurehydrolyse ist in nachstehender 
Kurve (Fig. 2) in Prozent des Gesamtphosphats anzegeben. 

Die Kurven entsprechen Proben, die laut nachstehendem Schema ent- 
nommen sind. 


50 F Probe 
Vor der Behandlung 1 


Nach langsamem Er- 
hitzen auf 95°.... 
Nach 25 Min. bei 95° 
— We » a 
80 


Oo we © bO 


—» P-Abspalt in Y 


95° 


99 








—- Hyadrolysenzeit in Min. 


Fig. 2. 
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IV. Der Mechanismus des Alkaliabbaues. 


Was den Mechanismus des Alkaliabbaues betrifft, so ist he- 
reits erwihnt, daB die Bildung von Cophosphorylase-wirksamen 
Produkten wie von siurelabilem Phosphatester bei Alkalibehand- 
lung in der Kalte nicht erfolgt. Dieser Umstand ist auf zweier- 
lei Art zu erklaren: entweder verliuft die Reaktion stufenweise 
oder es bestehen vollig verschiedene Spaltungen bei der Behand- 
lung in Kilte bzw. in Hitze. Die letztere Annahme ist jedoch 
unwahrscheinlich. 

Versuch 6. 


Vergleiche zwischen den bei milder Alkalibehandlung 
eintretenden Veranderungen der Eigenschaften 
der Cozymase. 


Cozymase-Priiparat 1224 wird mit Alkali gemif Versuch 1 behandelt. 
An den entnommenen Proben werden Girungsaktivitit, Jodverbrauch und 
der Gehalt an siurelabilem Phosphat bestimmt. 

Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle angegeben. Die Girungs- 
aktivitit wird in Prozent der Aktivitiit der unbehandelten Cozymase aus- 
gedriickt, der Gehalt von siurelabilem Phosphat in Prozent des Gesamt 
phosphats. 





Basicitiit Giirungs- Jodverbrauch | Siurelabiles 
ve aktivitat pro Mol. Phosphat 
1,0 (100) 7,34 5,5 
2,1 3 4,18 13 
2,9 oe 3.75 17 
3,2 st 3.13 23 
3,2 — * iG 25 











Da sicherlich das Jodbindungsvermégen des intakten Molekiils 
an die quartiire Pyridiniumbase gebunden ist und andererseits 
die Abspaltung von Nicotinsiureamid aus mehreren Griinden als 
die zuerst eintretende und der Girungsinaktivierung entsprechende 
Reaktion angenommen wurde, diirfte man erwarten kiénnen, dab 
die Verinderungen im Jodverbrauch und Girungsaktivitiit parallel 
verlaufen. Dies ist aber nicht der Fall. Versuch 6 zeigt, dab 
die Zerstérung der oxydoreduktiven Wirksamkeit sehr zeitig ein- 
tritt, wahrend die Verinderungen in Jod- und Alkaliverbrauch sowie 
die Bildung von siurelabilem Phosphat erst spiiter zum Stillstand 
kommen. Die drei zuletzt erwaihnten Reaktionen kénnen event. ein 
und derselben Verinderung im Molekiil entsprechen, wogegen eine 
andere schnell verlaufende Reaktion vorhanden sein muf, die das 
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erste girungsinaktive Produkt liefert, und die, nach allem zu 
arteilen, mit der Abspaltung der Pyridiniumbase nicht identisch 
ist. Worin diese Reaktion besteht, ist bis jetzt unbekannt. 


Zusammenfassung. 


1. Bei milder Behandlung mit Alkali verindert sich die 
(ozymase von einer 1-basischen zu einer 3-basischen Siure. 

2. Die intakte Cozymase verbraucht in alkalischer Lésung 
7;—8 Aqu. Jod pro Mol. Nach Alkalibehandlung ist der Jod- 
verbrauch 8 Aqu. 

3. Die Alkali-Inaktivate enthalten eine in saurer Lisung 
leicht abspaltbare Adeningruppe. 

4, Bei Alkalibehandlung in der Hitze wird ein siurelabiler 
Phosphorsaureester gebildet. Die Ausbeute ist am gréBten, wenn 
die Alkaliinaktivierung mit dem geringsten UberschuB von Alkali 
unter sukzessiver Neutralisierung von freigelegten sauren Gruppen 
vor sich geht. 

5. Eine gewisse Menge anorganischen Phosphats wird bei 
der Hitzebehandlung mit Alkali immer freigelegt. 

6. Verinderungen in Jodverbrauch (Abspaltung der Pyri- 
diniumbase), Freilegung von sauren Gruppen und Bidung von 
siurelabilem Phosphorsiureester erfolgen parallel. Die Vernichtung 
ler Garungsaktivitiit wird zeitiger vollstindig. 
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Uber die basischen Bestandteile aus Neunaugen. 


Von 


Erich Strack, Herbert Schwaneberg und Georg Wannschaff. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Marz 1937.) 


Bei unseren Untersuchungen des Carnitins aus quergestreiftem 
Siiugetiermuskel, fanden wir im Carnitingoldsalz eingeschlossen, 
in kleiner Menge einen Stoff, der im biologischen Versuch cholin- 
ihnlich, aber schwicher wirkte, und dessen analysiertes Goldsalz 
auf eine quaternire Base mit 6 C-Atomen schlieBen leB?). Die 
Basenmenge war zu klein, um sie eindeutig zu identifizieren. Des- 
halb sollten zum Vergleich ahnliche Basen aus anderem Material 
dargestellt werden. In erster Linie schien unserem unbekannten 
Stoff das Neosin zu gleichen. 

Dieser Stoff ist von mehreren Untersuchern aus verschiedenem 
tierischem Gewebe dargestellt worden, und wurde vor einiger Zeit 
in gréBerer Menge aus Neunaugen (Petromyzon fluviatilis) erhalten. 
[Das Schrifttum hiertiber ist bei Fléssner und y. Miller zu- 
sammengestellt?)]. Deshalb wollten wir hieraus das Neosin her- 
stellen und gleichzeitig auch andere quaterniire Basen mit Hilfe 
eines neuen Trennungsverfahrens*) bestimmen. 

In den ersten Ansiitzen verarbeiteten wir gebratene, als Kon- 
serven kiufliche Fische. Aber weder mit dem Verfahren, das 
sich bei der Darstellung quaternirer Basen aus Fleischextrakt 
als sehr einfach bewihrt hatte!) (Verfahren IT), noch mit dem vou 
Fléssner und Kutscher‘) angewendeten (Verfahren I) konnten 
wir Neosin finden. An dessen Stelle erhielten wir nur Cholin, 
Betain und aus beiden bestehende Mischsalze, die in Gestalt ihrer 
Goldsalze nicht restlos zu trennen waren. Ahnliche Schwierig- 
keiten hatte schon Berlin’) bei der Isolierung von Neosin aus 
Krabbenextrakt. Er mute sehr verlustreich trennen, fand aber 
Neosin. AuBerdem beobachteten wir, dab die Mischfraktionen, ab- 
hiingig von der Salzkonzentration, im C-Wert erhéht werden, wenn 
man sie aus Wasser statt aus Salzsiure umkrystallisiert, und dab 
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auch der Goldwert erniedrigt ist, wenn man ohne Goldchlorid- 
(berschu8 umlést. Die Werte verschieben sich dadurch nach denen 
hin, die fiir Neosingoldsalz verlangt werden. Dieses Verhalten 
unserer Goldsalze wurde durch die Umwandlung des Betains in 
atypische und basische Goldderivate hervorgerufen ‘). 

Da die Basen sich auf dem iiblichen Wege durch Umkrystalli- 
sieren nicht quantitativ trennen lieBen, arbeiteten wir ein neues 
Trennungsverfahren iiber die Reineckate aus*). Wir fanden damit 
nun, nachdem anfanglich mit Verfahren I vorgereinigt worden war, 
0,379 g Cholinchlorid und 0,58 g Betainchlorid im Kilogramm 
des gebratenen, ganzen Fisches. Auferdem fanden wir kleine 
Mengen an y-Butyro-Betain, Trimethyl-aminoxyd, Kreatinin und 
daneben noch Milligramme von Mischsalzen, die aber kein Neosin 
sein konnten. Ein anderer Ansatz mit der Verarbeitung II ergab 
0,24 ¢ Cholinchlorid, 0,44 g Betainchlorid und fhnliche Neben- 
fraktionen wie bei der vorigen Verarbeitung. 

Um die Méglichkeit auszuschlieBen, dai das Neosin durch 
den BratprozeB zerstért worden ist, haben wir frische Neunaugen 
verarbeitet, was leider unsere Untersuchungen '/, Jahr verzégerte, 
da diese Fische im Spitherbst gefangen werden. Wir haben bei 
diesen nun die Muskulatur, die Eingeweide und die Lebern ge- 
sondert untersucht. 

Die Muskulatur wurde nach den Verfahren | und II ver- 
arbeitet und anschlieBend iiber die Reineckate getrennt. Auch 
hier hatten bei salzsaurer Fallung die Goldsalzfraktionen vor der 
Reineckattrennung einen C- und Au-Wert, der ein Gemisch von 
Betain und Cholin anzeigte. Nur einige kleine Zwischenfraktionen 
wichen von diesen Werten ab. Nach der Reineckattrennung haben 
wir nach Verfahren I 0,32 g, nach Verfahren II 0,25 g Cholin- 
chlorid und 0,65 g bzw. 0,75 g Betainchlorid im Kilogramm 
Frischmuskeln erhalten. Beide Basen zusammen sind etwas mehr, 
als Neosin von Fléssner und Kutscher dargestellt worden ist. 
Da diese Forscher kaum Cholin und Betain gefunden haben, ver- 
muten wir, daB atypische Mischderivate das Neosin vorgetiiuscht 
hatten. Auch Ackermann hat kiirzlich ein aus friiheren Ver- 
arbeitungen stammendes Neosingoldsalz als Gemisch festgestellt*). 

Nach der Trennung iiber die Reineckate haben wir eine 
sehr groBe Anzahl von Goldsalzfraktionen hergestellt (etwa 100), 
um auch geringe Beimengungen anderer Basen leichter zu er- 
kennen. In der ammoniakunléslichen Reineckatfraktion wurde 
als quaternire Ammoniumbase nur das Cholin aufgefunden. 
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Daneben fand sich in dieser Fraktion eine geringe Menge an 
Kreatinin, die in der Verarbeitung II etwas vermehrt war. Da 
auch die gesamte biologische Wirkung, am Blutegel gemessen, 
durch das chemisch dargestellte Cholin zu decken war, so kan» 
keine andere kérperaktive Base auBer Cholin in wesentliche: 
Menge vorhanden gewesen sein [vgl. *)]. Aus der ammoniaklis. 
lichen Reineckatfraktion wurde in iiberwiegender Menge Betain 
dargestellt, aber neben Kreatinin fanden sich vereinzelte kleine 
Fraktionen, deren C-Wert mit 14,7—15,7°/, erhéht und deren 
Au-Wert mit 40,8—41,7°/,. gegeniiber Betain erniedrigt war, 
Durch haufiges Umkrystallisieren lieBen sich daraus kleine, mikro- 
skopisch einheitlich aussehende Goldsalzfraktionen darstellen, dic 
wie Homobetain zusammengesetzt waren. Aber auch diese er- 
wiesen sich schlieBlich als Gemische, vorwiegend bestehend aus 
Betain und y-Butyro-Betain. Uber die Chloride aus absolutem 
Athanol lieB sich das letztere anreichern. Wir fanden (unter 
Verlusten beim Umkrystallisieren) schlieBlich 15 mg Goldsalz des 
y-Butyro-Betains im Kilogramm Gewebe. Das wirkliche Vorkommen 
diirfte schatzungsweise das 2—3fache betragen haben. (Aus dem 
absoluten Alkohol kam das Betainchlorhydrat teils in prismatischen 
Nadeln und teils in lockeren Biischeln heraus, deren einzelne 
Teile wie Elchschaufeln aussahen. Beide gaben das gleiche Aurat. 
Die Eingeweide enthielten 0,15 g Cholinchlorid und 0,88 g 
Betainchlorid im Kilogramm Gewebe. y-Butyro-Betain konnte 
nicht nachgewiesen werden. Auffillig ist, daB das Verhiltnis der 
beiden Basen fast das gleiche ist wie in der Muskulatur; wahrend 
beim Saugetier die Verteilung zwischen den quaterniren Ammo- 
niumbasen mit Carboxyl- oder Alkoholgruppe ganz anders ist. 
Die Ammoniumbasen der Lebern waren mit unserem Ver- 
fahren recht schwierig abzutrennen. Trotz der Reinigung iiber 
das Reineckat gingen Schmieren und Begleitbasen reichlich in 
die Endfillungen. Hine eingreifende Reinigung, die notgedrungen 
mit Verlusten einhergehen muBte, verbot die geringe Gewebsmenge. 
Auch hier iiberwiegt von den quaterniiren Basen das Betain, 
wihrend beim Saugetier in der Leber keine carboxylhaltige Base 
zu finden ist. Das y-Butyro-Betain ist anteilmaéBig mehr als im 
Muskel vorhanden. Das Cholin kommt dagegen, ganz im Gegen- 
satz zur Warmbliiterleber, die unter gleichen Bedingungen aut- 
gearbeitet wurde, viel weniger vor. Dieser Gegensatz ist aber 
nur scheinbar, denn die Warmbliiterleber enthalt, sehr frisch ver- 
arbeitet, ebenfalls nur wenig freies Cholin, und reichert dieses 
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Uber die basischen Bestandteile aus Neunaugen. 


erst nach dem Tode durch Autolyse stark an. Beim Kaltbliiter 
wie hier kann dieser Vorgang unterdriickt sein. Wir fanden im 
Kilogramm Lebergewebe von Neunaugen 0,025 ¢ Cholinchlorid, 
0,31 g Betainchlorid und 0,14 g 7-Butyro-Betainchlorid, 


Aus allen Geweben der Neunaugen konnten wir nur solche 
quaterniren Basen darstellen, die auBer den Methylgruppen eine 
geradzahlige C-Seitenkette enthalten. Besonders beim Muskel 
haben wir nach Homobetain und Homocholin gesucht, ohne diese 
gefunden zu haben. AuBerdem fahndeten wir nach Carnitin, denn 
seiner Konstitution nach kénnte es in y-Butyro-Betain iibergehen 
oder nach Art der -Oxydation aus ihm entstehen. Carnitin konnte 
aber nicht gefunden werden. Erstaunlich ist der so reichliche 
Gehalt an Cholin im Muskel, das im Warmbliiter-Skelettmuskel 
nur sehr wenig vorhanden ist. (Dab das gefundene Cholin aus 
dem mitverarbeiteten, an Gewicht aber wenig betragenden Knorpel- 
skelett stammt, ist unwahrscheinlich). 


Versuche. 


Etwa 22 kg Neunaugen, 311 Stiick, gefangen Ende November im Aal- 
gebiet der Insel Riigen, werden etwa 2—3 Tage nach dem Fang verarbeitet. 
Die Fische werden ausgenommen, die Lebern abgetrennt und die restlichen 
Eingeweide gemeinsam aufgearbeitet. 


1. Von den Neunaugenleibern werden der Kopfteil hinter dem letzten 
Kiemenloch, der Schwanzteil und die Seitenflossen abgeschnitten und ver- 
worfen (4,25 kg). Der iibrig gebliebene Kérper, der noch die diinne Fisch- 
haut und Teile des Knorpelskelettes mit Chorda enthiilt, wird im Wolf zer- 
kleinert und in 2 Teile zerlegt. 


I. 8kg werden nach dem Verfahren von Fléssner und Kutscher*) 
iiber Tannin, Phosphorwolframsiiure verarbeitet und die Basen als Gold- 
salze gefillt. Dann werden sowohl die Goldsalze und auch die Filtrate 
der Phosphorwolframsiurefillungen und die Goldmutterlaugen, jeder Teil 
fiir sich, iiber die Reineckate gefiillt und in eine ammoniaklisliche und eine 
ammoniakunlésliche Fraktion getrennt. Die quaterniren Basen sind in 
saurer Lisung als Reineckate fast unléslich, so daB mit diesem Verfahren 
auch noch die Anteile erfaBt werden konnten, die sonst bei den Ver- 
arbeitungen verlorengehen. — Aus der ammoniakléslichen Fraktion werden 
in erster Linie die gelésten carboxylhaltigen, quaterniren Basen durch An- 
siiuern gefallt (Betaine). Die ammoniakunlésliche Fraktion enthilt Cholin 
und dhnliche Stoffe. Fillt man aus konzentrierter Lésung, so gehen unter 
Umstinden in beide Fraktionen mittelschwer lésliche Basen mit hinein, wie 
das Kreatinin. Man kann dieses ohne gro8en Verlust an quaterniiren Basen 
abtrennen, wenn man die Reineckatfillung in saurer Lésung bei Uber- 
schuB von Reineckesiiure bei etwa 35—40° vornimmt. Das Kreatinin bleibt 
in Lésung. Diese Trennung haben wir aber erst verwendet, als die 
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Daneben fand sich in dieser Fraktion eine geringe Menge an 
Kreatinin, die in der Verarbeitung II etwas vermehrt war. [Da 
auch die gesamte biologische Wirkung, am Blutegel gemessen, 
durch das chemisch dargestellte Cholin zu decken war, so kan» 
keine andere kérperaktive Base auBer Cholin in wesentliche: 
Menge vorhanden gewesen sein [vgl. ?)]. Aus der ammoniaklis- 
lichen Reineckatfraktion wurde in iiberwiegender Menge Betain 
dargestellt, aber neben Kreatinin fanden sich vereinzelte kleine 
Fraktionen, deren C-Wert mit 14,7—15,7°/, erhéht und deren 
Au-Wert mit 40,8—41,7°/,  gegeniiber Betain erniedrigt war, 
Durch hiufiges Umkrystallisieren lieBen sich daraus kleine, mikro. 
skopisch einheitlich aussehende Goldsalzfraktionen darstellen, die 
wie Homobetain zusammengesetzt waren. Aber auch diese er- 
wiesen sich schlieBlich als Gemische, vorwiegend bestehend aus 
Betain und y-Butyro-Betain. Uber die Chloride aus absolutem 
Athanol lieB sich das letztere anreichern. Wir fanden (unter 
Verlusten beim Umkrystallisieren) schlieBlich 15 mg Goldsalz des 
y-Butyro-Betains im Kilogramm Gewebe. Das wirkliche Vorkommen 
diirfte schiitzungsweise das 2—3fache betragen haben. (Aus dem 
absoluten Alkohol kam das Betainchlorhydrat teils in prismatischen 
Nadeln und teils in lockeren Biischeln heraus, deren einzelne 
Teile wie Elchschaufeln aussahen. Beide gaben das gleiche Aurat. 
Die EKingeweide enthielten 0,15 g Cholinchlorid und 0,88 ¢g 
Betainchlorid im Kilogramm Gewebe. y-Butyro-Betain konnte 
nicht nachgewiesen werden. Auffillig ist, daB das Verhialtnis der 
beiden Basen fast das gleiche ist wie in der Muskulatur; wahrend 
beim Saugetier die Verteilung zwischen den quaterniiren Ammo- 
niumbasen mit Carboxyl- oder Alkoholgruppe ganz anders ist. 
Die Ammoniumbasen der Lebern waren mit unserem Ver- 
fahren recht schwierig abzutrennen. Trotz der Reinigung iiber 
das Reineckat gingen Schmieren und Begleitbasen reichlich in 
die Endfillungen. Eine eingreifende Reinigung, die notgedrungen 
mit Verlusten einhergehen muBte, verbot die geringe Gewebsmenge. 
Auch hier iiberwiegt von den quaterniren Basen das Betain. 
wiihrend beim Siugetier in der Leber keine carboxylhaltige Base 
zu finden ist. Das y-Butyro-Betain ist anteilmaifig mehr als im 
Muskel vorhanden. Das Cholin kommt dagegen, ganz im Gegen- 
satz zur Warmbliiterleber, die unter gleichen Bedingungen aut- 
gearbeitet wurde, viel weniger vor. Dieser Gegensatz ist aber 
nur scheinbar, denn die Warmbliiterleber enthalt, sehr frisch ver- 
arbeitet, ebenfalls nur wenig freies Cholin, und reichert dieses 
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erst nach dem Tode durch Autolyse stark an. Beim Kaltbliiter 
wie hier kann dieser Vorgang unterdriickt sein. Wir fanden im 
Kilogramm Lebergewebe von Neunaugen 0,025 g¢ Cholinchlorid, 
0,31 g Betainchlorid und 0,14 g 7-Butyro-Betainchlorid, 


Aus allen Geweben der Neunaugen konnten wir nur solche 
quaterniiren Basen darstellen, die auBer den Methylgruppen eine 
geradzahlige C-Seitenkette enthalten. Besonders beim Muskel 
haben wir nach Homobetain und Homocholin gesucht, ohne diese 
gefunden zu haben. AuBerdem fahndeten wir nach Carnitin, denn 
seiner Konstitution nach kénnte es in y-Butyro-Betain iibergehen 
oder nach Art der 8-Oxydation aus ihm entstehen. Carnitin konnte 
aber nicht gefunden werden. Erstaunlich ist der so reichliche 
Gehalt an Cholin im Muskel, das im Warmbliiter-Skelettmuskel 
nur sehr wenig vorhanden ist. (Dab das gefundene Cholin aus 
dem mitverarbeiteten, an Gewicht aber wenig betragenden Knorpel- 
skelett stammt, ist unwahrscheinlich). 


Versuche. 


Etwa 22 kg Neunaugen, 311 Stiick, gefangen Ende November im Aal- 
gebiet der Insel Riigen, werden etwa 2—3 Tage nach dem Fang verarbeitet. 
Die Fische werden ausgenommen, die Lebern abgetrennt und die restlichen 
Kingeweide gemeinsam aufgearbeitet. 


1. Von den Neunaugenleibern werden der Kopfteil hinter dem letzten 
Kiemenloch, der Schwanzteil und die Seitenflossen abgeschnitten und ver- 
worfen (4,25 kg). Der iibrig gebliebene Kérper, der noch die diinne Fisch- 
haut und Teile des Knorpelskelettes mit Chorda enthiilt, wird im Wolf zer- 
kleinert und in 2 Teile zerlegt. 


I. 8 kg werden nach dem Verfahren von Fléssner und Kutscher*) 
iiber Tannin, Phosphorwolframsiiure verarbeitet und die Basen als Gold- 
salze gefillt. Dann werden sowohl die Goldsalze und auch die Filtrate 
der Phosphorwolframsiurefillungen und die Goldmutterlaugen, jeder Teil 
fiir sich, iiber die Reineckate gefiillt und in eine ammoniaklésliche und eine 
ammoniakunlésliche Fraktion getrennt. Die quaterniiren Basen sind in 
saurer Liésung als Reineckate fast unléslich, so daB mit diesem Verfahren 
auch noch die Anteile erfaBt werden konnten, die sonst bei den Ver- 
arbeitungen verlorengehen. — Aus der ammoniakléslichen Fraktion werden 
in erster Linie die gelésten carboxylhaltigen, quaterniiren Basen durch An- 
siiuern gefallt (Betaine). Die ammoniakunlésliche Fraktion enthilt Cholin 
und dhnliche Stoffe. Fillt man aus konzentrierter Lésung, so gehen unter 
Umstinden in beide Fraktionen mittelschwer lésliche Basen mit hinein, wie 
das Kreatinin. Man kann dieses ohne groBen Verlust an quaterniren Basen 
abtrennen, wenn man die Reineckatfillung in saurer Lésung bei Uber- 
schu8 von Reineckesiiure bei etwa 35—40° vornimmt. Das Kreatinin bleibt 
in Lésung. Diese Trennung haben wir aber erst verwendet, als die 
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Fraktionen soweit durchforscht waren, daf unbekannte quaternire Basen 
nicht etwa dabei verlorengegangen sein kénnten. 





II. 6,3 kg werden nach unserem Verfahren?) iiber Alkohol und waBrigem 
Quecksilberchlorid gereinigt und die Basen als Goldsalze gefiallt. Dann 
wird, aihnlich wie unter I., iiber die Reineckate getrennt. Die Quecksilber- 
reinigung wurde in 50° warmer Lisung vorgenommen, da sich bei reich- 
lichem Vorkommen von Cholin dieses sonst zum Teil mit niederschligt. Es ge- 
langt durch diese Abinderung allerdings vermehrt Kreatinin in die End- 
fillungen. — Beim Auskochen der Fische setzte sich viel dunkelgelbes 
Fett ab, das im Scheidetrichter abgetrennt und gesammelt wurde. Gesamt 
menge 1,5 kg. 

I. Nach Entfernung des Tannins, PbO, SO,” und Ba”, ergab eine 
biologische Bestimmung am Blutegel eine Wirkung von 2,0 g, als Cholin- 
chlorid berechnet. — Die Goldfillung wurde aus 140 cem stark salzsaurer 
Lésung mit konzentrierter Goldchloridlésung in 3 Fraktionen vorgenommen. 


Fraktion 1. Erhalten bei nicht ganz ausreichender Goldchlorid- 
Zugabe und Abkiihlen der heiBen Lisung bis auf 40°: 10,9 g Goldsalz 
(235—237°; C 13,57, H 2,98, Au 43,29). — Fraktion 2. Erhalten beim 
Stehen der Mutterlauge von Fraktion 1 in Eis: 7,31 g Goldsalz (230—232°; 
C 13,47, H 2,78, Au 48,49). — Fraktion 8. Erhalten aus der Mutterlauge 
von Fraktion 2 in der Kilte mit Goldchloridiiberschu8: 17,45 g Goldsalz 
(230 —232°; C 13,42, H 2,68, Au 438,38). — Beim Umkrystallisieren dieser 
Fraktionen ergibt sich eine Verschiebung der Analysenwerte von 1 nach 
Cholin, von 2 und 3 nach Betain hin. 


Die biologische Bestimmung ergab, als Cholingoldsalz berechnet, fiir 
Fraktion 1 = 7,83 g; Fraktion 2 = 0,25 g; Fraktion 3 = 0,65 g. Gesamt 
also 8,23 g Cholingoldsalz oder 2,59 g Cholinchlorid. Aus der Mutterlauge 
von Fraktion 3 wird nach Entfernen des Goldes mit Reineckat getrennt. 
Die biologische Bestimmung ergibt 0,105 g Cholinchlorid. — Die Mutter- 
laugen der Phosphorwolframsiurefillungen werden ebenfalls iiber das 
Reineckat getrennt. Sie enthalten, biologisch bestimmt, 0,095 g Cholin- 
chlorid. 

Biologisch bestimmt, ergibt sich also fiir die Gesamtmuskulatur 2,79 ¢ 
= 0,035 °/, Cholinchlorid. 

Zur weiteren chemischen Auftrennung wird von den 3 Fraktionen je 
die Hilfte vereinigt, in verdiinnter Salzsiure gelést, mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt, mit Natronlauge bis eben zum Verschwinden der kongosauren 
Reaktion versetzt, im Vakuum eingedampft, mit Alkohol hei ausgezogen, 
dieser verdampft und der Riickstand in Wasser aufgenommen. Nun wird 
mit Ammoniak alkalisch gemacht und mit Ammoniumreineckat gefiillt: 
Fallung A. — Das Filtrat davon wird dann mit Salzsiiure angesiiuert und 
kalt gestellt: Fallung B. — Die Mutterlauge lieB auch bei liingerem Stehen 
im Eisschrank nichts mehr ausfallen. 


Faillung A betrigt 4,3 g Reineckat. Davon werden */, = 2,87 g nach 
Kapfhammer mit Aceton—Wasser geliést und mit Silbersulfat-Barium- 
chlorid zerlegt. (Eine biologische Bestimmung ergab 2,23 g als Cholingold- 
salz berechnet.) Nach dem Eindampfen wurden bei der restlosen Auf- 
splitterung folgende Goldsalze erhalten: 
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chaff, & Uber die basischen Bestandteile aus Neunaugen. 


Basen §& Fiir Cholingoldsalz Ber. Schmelzp. C H Au 
244; 2749 1354 318 44,50 
1. Fraktion 1,853g 250—251° 13,67 3,18 44,42 


Brigem 
“ii ‘i » 0,304¢ 249-2509 13,40 3,04 44,24 
0,  » 0,307g  250—251° 13,60 3,06 44,88 
orang & » 0,055g 246—247° 13,61 2,96 44,28 
Es ge- 5. 9 0,018 g als sehr unreines Reineckat aus der Mutterlauge. 
End. & Das ergibt 2,52 ¢ Cholingoldsalz, stimmt also mit der obigen biolo- 
gelbes gischen Bestimmung innerhalb der Fehlergrenzen iiberein. Aus den Mutter- 
— oe laugen der Phosphorwolframfiallungen fanden wir weiterhin 0,222 g Gold- 
salz (241—244°; C 13,70, H 3,09, Au 44,52) und aus der Mutterlauge der 
» eine ersten Goldfillung 0,209 g Goldsalz (248—249°; C 13,50, H 3,18, Au 44,36). 
holin- Dazu kommen 0,2 g, abgenommen fiir die biologischen Priifungen. — Fiir 
saurer ##% die Gesamtmuskulatur ergibt sich demnach 8,19 g Cholingoldsalz oder 
mmen. # 2.58 g = 0,032 °/, Cholinchlorid. 
lorid- §& Die chemische Darstellung des Cholins hat damit erwiesen, dab als 
Idsalz — pbiclogisch wirksamer Stoff nur das Cholin im Neunaugenmuskel vor- 
beim _ handen ist. 
232°; Fillung B betragt 8,81 g Reineckat. (Eine biologische Bestimmung 
lauge J ergab eine Wirkung entsprechend 57 mg Acetylcholin.) Davon werden 
Idsalz | *, = 5,723 ¢ wie oben zerlegt. Nach dem Eindampfen wurden folgende 
lieser JB (joldsalze erhalten: | 
nach & 
Fiir Betaingoldchlorid Ber. Schmelzp. C H Au 
, fiir 200; 250° 13,13 2,69 43,14 
samt 1. Fraktion 3,877g 207—208° 13,19 2,60 43,14 
lauge & 0,308g  210—211° 13,79 2,74 43,08 
aii - 4 0,151g 202—208° 13,25 2,73 43,25 
Stee. 4, 0,118¢ 210—221° 13,34 2,64 438,07 
al x x 0,185g 207-2379 12,95 2,57 42,97 
alin. 6. - 0,100 g als Reineckat aus der zerlegten Restmutterlauge. 
' Das ergibt 4,689 g Betaingoldsalz. Aus den Mutterlaugen der Phosphor- 
j9¢ F wolframsiurefillungen erhielten wir 0,220 g Goldsalz (209—211°; C 13,31, 
' H 2,68, Au 43,07) und aus der Mutterlauge von der ersten Goldfillung her 
mn je _ 0,942 ¢ Goldsalz (213—214°; C 13,15, H 2,64, Au 43,22). Dazu kommen 
stoff — 0,32¢ fiir die biologischen Bestimmungen. — Fiir die Gesamtmuskulatur er- 
uren gibt sich demnach 15,55 g Betaingoldsalz oder 5,22 g = 0,065°/, Betainchlorid. 
1 4 Die zweite und folgenden Fraktionen stimmen in der Analyse nicht 
wird ' sehr gut, und wir vermuteten, dab ihnen andere Basen in geringer Menge 
allt: _ beigemischt sind. Deshalb haben wir die gesamte ammoniakunlésliche 
und §§ Reineckatfraktion der Verarbeitung 1 in das Chlorid iibergefihrt. Dieses 
shen = wird in absolutem Athanol gelést und durch teilweises Eindampfen und 
| Stehen in der Kilte fraktioniert auskrystallisiert. In den ersten beiden 
ach Fraktionen fanden sich zwei verschiedene Chlorhydratformen. 1. Lockere 
um- Biischel, deren einzelne Teile wie Elchschaufeln aussehen. 2. Lange, 
old- | prismatische Nadeln. Beide werden mechanisch getrennt. Sie geben das 
Auf- § gleiche Goldsalz (Betainring oder Kettenform’). Auch alle folgenden 


Krystallfraktionen erwiesen sich als Betain. 
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Die letzten 10 cem der alkoholischen Mutterlauge werden nun zur 
Trockne gebracht, in Salzsiure aufgenommen und fraktioniert mit Gold 
chlorid gefallt. Die ersten Fraktionen schmelzen tiefer als die spiiteren. 
Die Analysen ergaben Werte von C 15,2—15,6, H 2,9—3,0, Au 41,7—40,8. 
Fiir Homobetain berechnet sich C 15,29, H 3,00, Au 41,60. Bei der weiteren, 
jedoch nicht verlustfreien Aufsplitterung, erhielten wir, neben ansehnlichen 
Anteilen von Betain, als schwerer lésliche Fraktion etwa 120 mg y-Butyro- 
Betain-goldsalz. Die wirklich vorhanden gewesene Menge diirfte schitzungs- 
weise das 2—3 fache betragen haben. 


y-Butyro-Betain Ber. C 17,31 H 3,32 N 2,89 Au 40,64; Schmelzp. 183”. 
Gef. ,, 17,32 ,, 3,34 ,, 2,95 ,, 40,62; m 183° 


Bei der Aufsplitterung entstanden immer wieder Goldsalze, die in den 
Analysenwerten ausgezeichnet auf Homobetain hinstimmten, und die im 
Mikroskop einheitlich aussahen. Sie sinterten aber weit unterhalb des 
Schmelzpunktes und lieBen sich bei mehrfachem Fraktionieren dann doc! 
zerlegen. Man fand immer y-Butyro-Betain und Betain darin. Wabhr- 
scheinlich handelt es sich bei diesen Goldsalzen also um Mischungen aus 
diesen beiden Basen die, zu gleichen Teilen vorhanden, auch die Analyse 
erkliren wiirden. 

Ahbnliche Verhiiltnisse wie hier fanden sich auch bei der folgenden 
Verarbeitung II. Nur war durch das vermehrt anwesende Kreatinin die 
Aufsplitterung noch umstindlicher geworden. Es eriibrigt sich daher, auf 
diese Verarbeitungen niiher einzugehen. 


II. Die biologischen Priifungen vor der Goldfillung fielen sehr un 
gleichmibig aus und gaben durchweg viel zu tiefe Werte, hervorgerufen 
durch die Begleitstoffe. -- Die Goldfillung wird aus 100 ccm salzsaurer 
Lésung vorgenommen. 


Fraktion 1, erhalten durch Abkiihlung bis auf 35°, 13,33 g Goldsalz 
(234—237°; C 13,56, H 2,87, Au 43,15). Die biologische Priifung erga) 
0,873 g Cholinchlorid. — Fraktion 2, erhalten durch Eiskiihlung, 6,94 ¢ 
Goldsalz (230—231°; C 13,52, H 2,96, Au 42,99) Die biologische Be 
stimmung ergab 0,236 g Cholinchlorid. Durch Umkrystallisieren inderte 
sich die Zusammensetzung der Goldsalze nicht. — Von den Goldsalzen 
wird je die Hiilfte vereinigt = 10,2 g, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und 
iiber die Reineckate getrennt. 

Faillung A (ammoniakunléslich) ergab 2,751 g Reineckat. Davon 
werden ?/, = 1,834 g zerlegt. Die biologische Priifung ergab 0,461 g Cholin- 
chlorid. Bei der weiteren chemischen Aufarbeitung wurden folgende Gold 
salzfraktionen erhalten: 


1. Fraktion 1,265g¢  247—248° © 1367 H3,13 Au 44,49 
os 0,069g¢ 2422449 (1370 ,, 3,08 44,27 
3. " 0,055 g als Reineckat aus der zerlegten Mutterlauge. 


Das ergibt 1,389 g Cholingoldsalz oder 0,437 g Cholinchlorid. Aus 
der Mutterlauge der ersten Goldfillung fanden wir weiterhin 0,759 g Gold- 
salz (250—251°; C 13,62, H 3,15, Au 44,45). — Fiir die Gesamtmuskulatur 
ergibt sich demnach, einschlieBlich der Abnakmen fiir die biologischen Be- 
stimmungen, 5,05 g Cholingoldsalz oder 1,591 g = 0,0253 °/, Cholinchlorid. 
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Uber die basischen Bestandteile aus Neunaugen. 5Q 


Dieser Gehalt ist etwas kleiner als in der Verarbeitung I. Es braucht 
hier jedoch nicht ein Teil verlorengegangen sein; sondern, da dieses Ver- 
fahren schonender ist, weil stiirkere H- oder OH-lonenkonzentrationen ver- 
mieden werden, kénnte die Abspaltung von verestertem Cholin vermieden 
worden sein. 

Fallung B (ammoniakléslich) ergab nach Ansiiuern 7,36 g Reineckat. 
Davon werden #/; = 4,91 g zerlegt. Bei der weiteren chemischen Auf- 
arbeitung werden folgende Goldsalzfraktionen erhalten: 


1. Fraktion 3,485g¢ 209—211° C1331 H266 Au 43,02 
, 0,332 ¢ 209-2119 ,, 13,41 ,, 2,59 43,21 
0,055 g als Reineckat aus der zerlegten Mutterlauge. 
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Das ergibt 3,87 g Betaingoldsalz. Aus der Mutterlauge der ersten 
Goldfillung fanden wir weiterhin: 1. Fraktion 1,623 g Goldsalz (221—223°; 
C 13,62, H 2,67, Au 42,99). 2. Fraktion 0,745 g Goldsalz (C 15,07, H 2,91, 
Au 41,88). Das ergibt 2,368 g Goldsalz. Die 2. Fraktion enthilt schon 
einen ansehnlichen Teil von Verbindungen mit héherem C-Gehalt. Das 
Gesamtergebnis wird dadurch jedoch nicht wesentlich beeinfluBt, wenn man 
dies unberiicksichtigt 1iBt. Fiir die Gesamtmuskulatur ergibt sich demnach 
13,98 g Betaingoldsalz oder 4,698 g = 0,075 °/, Betainchlorid. 

Unter 2. und 3. wurden gebratene, marinierte Fische im ganzen mit 
allen Eingeweiden verarbeitet. Als Gewicht wurde das auf den Biichsen 
angegebene Frischgewicht angesetzt. 

2. 4,125 kg verarbeitet nach dem Verfahren wie unter I. Folgende 
Goldfraktionen wurden erhalten: : 


1. Fraktion 10,74g Schmelzp. ‘ 


2 
.) oe 
= ”? 4,14¢ ” = 


28—234° C 13,14 H 2,76 Au 43,26 
25—2329 ,, 1319 ., 269 ,, 43,41. 
Biologisch bestimmt enthielt die 1. Fraktion 1,26 g Cholinchlorid, die 
2. Fraktion 0,28 g, insgesamt also 1,54 g. 
Fillung A ergab, zerlegt an Goldsalzen: 
3,58 H 3,04 Au 44,23 
$3.58 , 3,12 ,, 44,29 
3,55 ,, 3,03 ,, 44,03. 


1. Fraktion 1,96 g Schmelzp. 246—247° C 1 
“ 2,23 g e 245—2469 , 1 
3. 0,43 g — » I 


? 


9 


Das ergibt 4,62 g Cholingoldsalz oder 1,455 g Cholinchlorid. Biolo- 
gische und chemische Bestimmung stimmen iiberein. Aus den Mutterlaugen 
der Phosphorwolframsiiurefillungen und der ersten Goldfiillung lie sich 
noch erhalten 0,35 g Goldsalz (C 13,59, H 3,10, Au 44,27). — Fiir den ge- 
samten Fisch ergibt sich also 4,97 g Cholingoldsalz oder 1,565 = 0,088 °/, 
Cholinchlorid. 

Fillung B ergab, zerlegt an Goldsalzen: 

1. Fraktion 5,24 g Schmelzp. 2183—214° C 13,24 H 2,63 Au 43,04 
2 4 1,33 g 212—213° |, 1339 , 266 ,, 43,08. 


Das ergibt 6,57 g Betaingoldsalz. Die biologische Bestimmung ergab 
wenige Milligramm Acetylcholinwirkung. Aus den Mutterlaugen der Phos- 
phorwolframsiurefillungen und der ersten Goldfiillung wurde noch er- 
halten 0,57 g Goldsalz (208—212°; C 13,16, H 2,71, Au 43,30). — Fiir den 
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gesamten Fisch ergibt sich also 7,14 g Betaingoldsalz oder 2,40 g = 0,058 °, 
Betainchlorid. 


3. 7,5 kg wurden verarbeitet nach dem Verfahren wie unter Ii, 
Folgende Goldfraktionen wurden erhalten: 


1. Fraktion 15,0g Schmelzp. 237° C 13,34 H 2,81 Au 43,44 
.° 21 ¢ ‘. 243° . 1348 , 2,90 ,, 48,64. 
Fallung A ergab, zerlegt an Goldsalzen: 


1. Fraktion 2,8 g Schmelzp. 243—246° C 13,75 H 3,14 Au 44,24 
i 2,5 g 2483—246° , 13,60 ,, 3,16 ,, 44,23. 


tho 
. 


Das ergibt 5,3 g Cholingoldsalz oder 1,67 g Cholinchlorid. Die biolo- 
gische Bestimmung ergab 1,63 g Cholinchlorid. Beide Bestimmungen decken 
sich also. Dazu kommen aus der ersten Goldmutterlauge noch 0,5 g Gold. 
salz. Fiir den gesamten Fisch ergibt sich daher 5,8 g Cholingoldsalz oder 
1,826 g = 0,024 °/, Cholinchlorid. 

Fillung B ergab, zerlegt an Goldsalzen, 8 Einzelfraktionen, deren 
Analyse und Schmelzpunkt auf Betain stimmten. Insgesamt erhalten (ein- 
schlieBlich der Mutterlaugen) 9,80 g Betaingoldsalz oder 3,29 g = 0,044 °/, 
Betainchlorid. 

Als Beispiel fiir den Einflub, den die Umkrystallisation aus Wasser 
auf die Zusammensetzung. des Goldsalzes hat, méchten wir die folgende 
Reihe anfiihren: Die 1. Goldsalzfraktion unter 3 (Gemisch aus Betain, 
Cholin usw.), die aus Salzsiiure und GoldchloridiiberschuB erhalten worden 
ist (1.), wird aus etwa 75 cem Wasser umkrystallisiert (2.) und das nun 
erhaltene Goldsalz wiederum aus etwa 50 ccm Salzsiiure (3.). 


1. 15g Goldsalz (237°; 1° in 10”) C 13,34 H 2,81 Au 48,44 
2. 995 4, (2269: 1° ,, 10% ,, 15,26 , 311 ,, 40,98 

, 15,31 ,, 3,06 ,, 40,96 
8. 7,85 4 (288951° , 10% 4, 13,39 , 2,70 , 48,28. 


4. Die Eingeweide der frischen Fische, 1,74 kg, werden zerkleinert, 
2mal mit 3 Liter Wasser ausgekocht, filtriert, das Filtrat im Vakuum ein- 
gedampft, mit 96°/,igem Alkohol mehrmals ausgekocht, dieser im Vakuum 
eingedampft, der Riickstand mit absolutem Alkohol ausgekocht, dieser bis 
auf 70 ccm eingeengt, mit gleicher Menge hei’ gesittigter, alkoholischer 
Quecksilberchloridlésung versetzt und 2 Tage in Eis gestellt. Der Nieder- 
schlag wird mehrmals mit heiBem Wasser ausgezogen und das Filtrat mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Das Filtrat davon wird eingeengt und mit 
Ammoniumreineckat in ammoniakalischer Lésung gefillt (Niederschlag A). 
Das Filtrat wird mit Salzsiiure kongosauer gemacht (Niederschlag B). Beim 
Stehen in Eis erscheint noch ein geringer Niederschlag. Er wird mit B 
vereinigt. Die Reineckate werden dann wie iiblich zerlegt und die Gold- 
salze umgewandelt. 


Fallung A ergab an Goldsalzfraktionen: 
1. Fraktion 0,399 g, Schmelzp. 2483—244° C 13,72 H 3,15 Au 44,36 


2 4 0,151, » 242-2459 , 1362 ,, 3,14 ,, 44,87 
3. , 0,163 g, » 248-2449 . 1870 , 815 ,, 44,41 
4. ., 0,086 g, 942-2439 . 13.57 ,, 3,19 ,, 44,44. 
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Es hinterblieben Goldsalzgemische, die sich nicht trennen lieBen. In 
ihnen wurde der Cholinrest biologisch ermittelt. Er betrug 29 mg als Gold- 
salz. Das ergibt insgesamt 0,828 g Cholingoldsalz oder 0,261 g = 0,015°), 
Cholinchlorid. Die biologische Bestimmung des zerlegten Reineckats hatte 
0,173 g Cholinchlorid ergeben. 


Fillung B ergab an Goldsalzfraktionen: 


1. Fraktion 0,885 g, Schmelzp. 214° C 13,32 H 2,68 Au 48,19 
2 4 0,700 g, »  st@—-o14° ,, 1886 , 2,70 ., 48,20 
3. gg ~Ss«2,070 g, » «P8219, 13,238, 264, 43.95 
4. 4 0,595 g, »  212—215° , 18,29 ,, 269 ,, 4320 
5. =o _~—Ss« 185g, » 205—207° , 1339 , 258 |, 43,04 
6 4 0,182 g, » 200—205° ,, 13,87 ,, 2,70 ,, 43,14. 


Das ergibt 4,547 ¢ Betaingoldsalz oder 1,528 g = 0,088°/, Betainchlorid. 
y-Butyro-Betain konnten wir hier nicht finden. 


5. Die Lebern der frischen Fische werden aus den Eingeweiden heraus- 
priipariert, méglichst von anhaftendem Gewebe befreit, abgetupft und ge- 
wogen. Das Feuchtgewicht betrug 311,6 g bei 311 Fischen. Der Gewichts- 
verlust bei dieser langwierigen Arbeit betrug nicht tiber 10°/,; er wurde 
nicht in Rechnung gestellt. Gleich nach dem Wiegen werden die Lebern 
in die doppelte Menge 96°/, igen Alkohol gelegt und bleiben darin einige 
Tage liegen. Dabei-schieden sich im Alkohol nicht lésliche rubinrote Fett- 
trépfehen aus. Zur Weiterverarbeitung wird der Alkohol abgegossen, ein- 
gedampft, der Riickstand davon mit den zerkleinerten Lebern 2 mal mit je 
700 eem Wasser ausgekocht und filtriert. Das Filtrat wird 3 mal mit Ather 
extrahiert, die wiBrige Phase im Vakuum auf 20 cem eingedampft, mit etwa 
300 eem 96°, ig gem Alkohol ausgekocht und dieser eingedampft. Der Riick- 
stand wird in 300 cem Wasser gelést, filtriert, ammoniakalisch gemacht und 
mit Ammoniumreineckat im UbersehuB gefallt (Niederschlag A). Das Filtrat 
hiervon wird kongosauer gemacht und kalt gestellt (Niederschlag B). Die 
Reineckate werden dann wie iiblich zerlegt und in die Goldsalze iiber- 
cefiihrt. 

Fillung A ergibt an Cholingoldsalz 17 mg, C 18,67, H 3,24, Au 44,33. 
In den nur schlecht trennbaren Mutterlaugen der Goldfillungen wird das 
noch enthaltene Cholin biologisch bestimmt: 2,57 mg Cholinchlorid. Das 
ergibt also 7,92 mg = 0,0025°/, Cholinchlorid im Kilogramm Lebergewebe. 


Fillung B besteht im wesentlichen aus einem Gemisch von y-Butyro- 
Betain und Betain. Nach vielfachen Trennungen und Vereinigungen der 
sich ihnelnden Fraktionen wurden schlieBlich folgende Goldsalze erhalten: 


Schmelzp. C H Au 
1. y-Butyro-Betain . . 0,115 g, 181—183° 17,40 3,38 40,57 
2. Betem . .. 0,078 g, 208—212° 13,13 2,67 43,01 
3. Uberwiegend Betain 0,128 g, 214—216° 13,95 2,77 42,87 
0,082 g, 213—214° 13,87 2,65 42,87 


Das ergibt 43 mg = 0,014°/, y-Butyro-Betainchlorid und 97 mg 
= 0,031°/, Betainchlorid. 








Erich Strack u. Mitarb., Basische Bestandteile aus Neunaugen. 





















Zusammenfassung. 
1. Neunaugen, Petromyzon fluviatilis, enthalten kein Neosin. 
2. Die Muskulatur dieser Fische enthalt 0,03°/, Cholinchlori( 
und 0,07°/, Betainchlorid. 


3. Die gesamte biologische Wirkung dieses Muskelextraktes 
laBt sich auf das chemisch als Goldsalz nachgewiesene Cholin 
zuriickfiihren. 

4, Im Muskelextrakt konnten geringe Mengen an y-Butyro- 
Betain nachgewiesen werden, jedoch kein Homocholin oder Homo- 
betain. Das letzte wird leicht vorgetiiuscht 1. durch gemischte, 
atypische Goldderivate und 2. durch schwer trennbare Gemische d 
von Betain- und 7-Butyro-Betaingoldsalzen. pd 


5. Die Eingeweide der Neunaugen (auBer Leber) enthalten J > 
0,015°/, Cholinchlorid und 0,088°/, Betainchlorid. : 
6. Die Leber der Neunaugen enthilt 0,0025°/, Cholinchlorid, § ° 
0,014°/, 7-Butyro-Betainchlorid und 0,03°/, Betainchlorid. } 


Der Rockefeller-Foundation danken wir fiir geldliche 
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Die Beeinflussung der Darmreaktion des Histamins 
durch Amuinosauren. 
Von 


S. Edlbacher, P. Jucker und H. Baur. 


4us der Mediz. Universitatsklinik und dem Physiol.-chem. Institut der Universitit Basel.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Marz 1937.) 


W. Bloch und H. Pinésch?) konnten vor einiger Zeit zeigen, 
dab bei subcutaner Verabreichung von Histidin an Meerschweinchen 
jer Histamingehalt der Lunge stark ansteigt. Ks wurde daraus der 
SchluB gezogen, dab das Histidin unter Decarboxylierung in das 
Histamin iibergeht und in der Lunge gespeichert wird. Da sich in 
Jer Lunge das Histamin spaltende Ferment, die Histaminase, nicht 
vortindet, laBt sich bei Extraktion des Lungengewebes eine Zunahme 
des Histamingehaltes um fast das Doppelte nachweisen. Schon bei 
diesen Untersuchungen ist es aufgefallen, dab gewisse Zusiitze 
die Darmreaktion des Histamins sehr stark beeinflussen kénnen. 
Wir haben aus diesem Grund den Kinflu8 der verschiedenen 
Aminosiuren auf die Darmkontraktion untersucht. Es zeigt sich 
dabei, daB die einfachen Aminosiiuren keine oder nur eine schwach 
steigernde oder hemmende Wirkung besitzen, daB aber die drei 
Aminosiuren Arginin, Histidin und Cystein eine intensiv 
hemmende Wirkung auf die durch Histamin herbeigefitihrte Darm- 
kontraktion ausiiben. Setzt man zu dem in T'yrodelésung iiber- 
lebenden Meerschweinchendarm eine geniigende Menge der drei 
genannten Aminosiuren, so erhalt man eine vollkommene 
Hemmung der Histaminkontraktion. In diesem Zusammenhang 
ist es anch bemerkenswert, da8 Herr E. Rothlin bei der Nach- 
priifung unserer Versuche fand, daB die Darmkoutraktion, die 
durch Acetylcholin hervorgerufen wird, durch Arginin nicht be- 
einfluBt wird, waihrend eine gleich stark wirkende Histaminlésung 
in ihrer Wirkung durch Arginin ganz oder fast ganz zum Ver- 
schwinden gebracht wird?) Es ist also diese Hemmung scheinbar 
sehr spezifisch fiir die Histaminkontraktion, und es ergibt sich 
Jaraus die Méglichkeit, derartige Stoffe genauer zu charakterisieren. 


) Diese Z. 239, 236 (1936). 
*) Private, noch nicht verdéffentlichte Mitteilung von Herrn Prof. 
&. Rothlin. 
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Wir benutzten die Hemmungsreaktion des Arginins nun dazu, 
um das in den Lungen vorgebildete Histamin als solches zy 
charakterisieren. Und es ergab sich, daf tatsiichlich auch die 
aus Lungen-Extraktion gewonnene Histaminlésung durch Arginin 
beziiglich ihrer Darmwirkung gehemmt wurde. Weiterhin wieder- 
holten wir die von W. Bloch und H. Pinésch (a. a. 0.) aus- 
gefiihrten Injektionsversuche mit Histidin, und konnten auch den 
in den Lungen angereicherten Kontraktionsstoff durch die Arginin- 
hemmung am Darm eindeutig als Histamin kennzeichnen. Wir 
beschiftigen uns schon seit lingerer Zeit mit dem Stoffwechsel 
des Histidins und seinen Abbauprodukten, und méchten in diesem 
Zusammenhang auf unsere friiheren Arbeiten iiber dieses Thema‘) 
und besonders auf die gleichzeitig mit A. von Segesser’4) er- 
scheinende Abhandlung hinweisen. 

Die spezifisch-dynamische Wirkung der drei genannten Aminosiiuren 
Arginin, Histidin und Cystein 1liBt sich am besten in der Weise beob- 
achten, daB man zu dem in 50 ccm Tyrodelésung aufgehingten Darmstiick 
von ungefiihr 2 em Linge, je nach der Reaktionsfihigkeit des Darmes ein 
oder zwei Gamma Histamin zusetzt. Man ermittelt auf diese Weise die 
Kontraktionshéhe. Nun spilt man aus und setzt 1 cem einer '/, molaren, 
genau neutralisierten Argininlédsung zu. Man wartet einige Minuten und 
fiigt nun wieder die gleiche Menge Histamin zu. Es bleibt die Kontraktion 
dann vollkommen aus. Spiilt man nun nochmals aus und setzt wieder 
die gleiche Menge neues Histamin zu, so erhilt man wieder die gleiche 
Kontraktionsh6he wie vor dem Argininzusatz. Man kann diese Reaktion an 
einem Darmstiick manchyaal bis zu 10 mal wiederholen und erhilt immer 
wieder den gleichen Erfolg. Wendet man geringere Aminosiuren-Konzen- 
trationen an, so ist natiirlich der Effekt ein dementsprechend geringerer. 
Wir haben in duBerst zahlreichen Versuchen alle Aminosiiuren in dieser 
Richtung auf ihre Wirksamkeit gepriift, und die folgende Tabelle gibt ein 
Ubersichtsbild iiber die erhaltenen Resultate, wobei wir uns mit einer An- 
deutung durch + und — zur Charakterisierung begniigen. Da die erhaltenen 
Kurven alle ganz eindeutig sind, verzichten wir auf ihre Wiedergabe. 








— = ohne Einflub + = Hemmung der Histaminreaktion 
Glykokoll ...... ;, --- Prolin ......./-+#+ 
d-Alanin. ......i] - Ornithin ......{|—-+ 
ee a | — Histidin ...... | +H 
l-Leucin . | - Cystein. .. . 2... |) Het 
d-Leucin. ; om i ++++t+ 
Phenylalanin . &e Guanidin. ..... | + 
Tyrosin . ; ; — Sa -- 
Glutaminsiure . _{[- Imidazolmilchsiure . | — 
Asparaginsiure. ... | — Argininsiure .... | — 

Oe eae ee ee Glutathion ..... | — 
Tryptophan ..... |] — | 
8) Diese Z. 157, 106 (1926); 191, 225 (1930); 195, 267 (1931); 224, 
161 (1934). 4) Biochem. Z. 290, im Druck. 
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Vergleichende Studien tiber Dehydrasesysteme 
im Muskel und Jensen-Sarkom der Ratte. 
Von 
H. v. Euler, E. Adler und G., Giinther. 


Mit 9 Figuren im Text. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Februar 1937.) 


Die Untersuchung einer Reihe von Dehydrasesystemen hat 
uns ihre Rolle bei wichtigen biologischen Vorgingen verstehen 
lassen; wir kénnen die Funktion der ,,Alkoholdehydrase“ bei der 
Hefegirung in der Reduktion des Acetaldehyds zu Alkohol?) und 
die der ,,Milchsiuredehydrase“ bei der Glykolyse in der Reduktion 
der Brenztraubensiiure zu Milchsiure?) erblicken. Diesen beiden 
Dehydrasesystemen ist das wasserstoffiibertragende Co-Knzym, 
nimlich die Cozymase (Codehydrase I) gemeinsam und weiterhin 
das stark zugunsten der Reduktionsprodukte verschobene Gleich- 


gewicht: 
Acceptor (Acetaldehyd bzw. Brenztraubensiiure) 


+ D-CoH, ~_” Reduktionsprodukt (Athylalkohol bzw. Milchsiiure) + D-Co. 


Wir bezeichnen solche Systeme als ,,Acceptorsysteme“ 
und wollen damit zum Ausdruck bringen, daB infolge der charakte- 
ristischen Gleichgewichtslage die Reaktion in der Richtung nach 
rechts, d.h. in der Richtung der Aufnahme des durch die 
Dihydro-cozymase herangeschafiten Wasserstoffs durch den 
Acceptor begiinstigt ist. Es ist naheliegend, daB die Wirkungs- 
weise dieser Systeme — im Zusammenwirken mit den Systemen 
der Wasserstofflieferung, den ,Donatorsystemen* — fir den 
normalen Ablauf des Kohlenhydratabbaues und der mit ihm ver- 
kniipften AnschluBreaktionen von zentraler Bedeutung sein mub. 

Es erschien uns nun von Interesse, die Kenntnis dieser 
enzymatischen Hydrierungs-Dehydrierungs-Gleichgewichte auf das 


1) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936). 
*) Euler, Adler, Giinther u. Hellstrém, Diese Z. 245, 217 (1936). 
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Tumorproblem anzuwenden. Eine Anomalie solcher Systeme 
konnte vielleicht die Ursache bilden fiir die von O. Warburg 
aufgefundenen eigenartigen, von den normalen Geweben charakte- 
ristisch verschiedenen Verhiltnisse beim anaeroben und aeroben 
Kohlenhydratabbau der Tumoren. 

Wir wihlten zunichst zwei besonders wichtige Oxydoreduk- 
tionssysteme, namlich das System der Milchsiuredehydrase 
(Lactico-dehydrase) und der Apfelsiuredehydrase (Malico- 
dehydrase). Fiir die Lactico-dehydrase des Muskels (1) haben 
wir kiirzlich?) Gleichgewichtslage und p,,-Abhingigkeit beschrieben. 
Fiir das System der Malico-dehydrase (2) erfolgt diese Charakte- 
risierung in der vorliegenden Mitteilung. Hs erwies sich gan: 
analog dem erstgenannten System als ein ausgesprochenes Acceptor- 
system: 

(1) Brenztraubensiiure + D’-CoH, <~™ Milchsiure + D™-Co 


(2) Oxalessigsiure + D™.CoH, _— Apfelsiiure + D™.Co 


In den beiden Systemen (1) und (2) sind zwei verschiedene 
Apodehydrasen (D' = Lactico-apodehydrase, D™ = Malico-apo- 
dehydrase) wirksam, wie D.E.Green*) vor kurzem nachgewiesen hat. 

Das System (2) gewinnt besonderes Interesse im Zusammen- 
hang mit der von Szent-Gyérgyi‘) aufgestellten Hypothese der 
Fumarsiurekatalyse bei der Zellatmung. Die Reduktion der Oxal- 
essigsiure durch den Wasserstoff des Substrates, genauer ge- 
sprochen durch die bei der Dehydrierung des Substrates (Donator- 
reaktion) gebildete Dihydro-cozymase, ist der erste Teilvorgang 
der von Szent-Gyérgyi angenommenen Katalyse. Die gebildete 
Apfelsiure wird durch Fumarase mit Fumarsiure ins Gleich- 
gewicht gebracht, und von hier aus wird der Wasserstoff durch 
eine Fumarsiuredehydrase**) unter Riickbildung von Oxalessig- 
siure an das Keilin-Warburgsche System weitergegeben. 

Die in der vorliegenden Mitteilung beschriebene Gleich- 
gewichtslage des Systems (2) steht in bester Ubereinstimmung mit 
der von Szent-Gyérgyi beobachteten raschen und sehr weit- 
gehenden Reduktion von Oxalessigsiure durch Muskelgewebe, 
sowie mit dem Ergebnis von Green®), daB die Dehydrierung 


5) Biochemie. J. 30, 2095 (1936). 
‘) Annau, Banga, Blazs06, Bruckner, Laki, Straub u. Szent 
Gydérgyi, Diese Z. 244, 105 (1936). 
**) Banga u. Szent-Gyoérgyi, Diese Z. 245, 113 (1936). 
5) Green, Biochemic. J. 30, 2095 (1936). 
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der Apfelsiture im aeroben System schon durch sehr kleine 
Mengen des Reaktionsproduktes (Oxalessigsiiure) gehemmt wird. 

Die Wirksamkeit der beiden genannten Dehydrasesysteme 
wird von Bedeutung sein fiir die Steuerung des Substrat-Wasser- 
stoffs in der Zelle, soweit er der den beiden Systemen gemeinsamen 
Ubertragersubstanz — der Cozymase — zugefiihrt worden ist. 
Die einmal gebildete Dihydro-cozymase wird entweder als prosthe- 
tische Gruppe der Lactico-apodehydrase die Reduktion von Brenz- 
traubensiure, oder als prosthetische Gruppe der Malico-apodehydrase 
die Reduktion von Oxalessigsiiure vollziehen kénnen. Oder, wie 
Szent-Gyoérgyi es ausdriickt, ,,Brenztraubensiure und Oxalessig- 
siiure miissen um den aktivierten Wasserstoft in Konkurrenz treten.“ 

Da nun im Tumor, im Gegensatz zum Muskel, die Atmung 
im Vergleich zur anaeroben Glykolyse klein ist und im Zusammen- 
hang damit eine kriftige aerobe Glykolyse stattfindet, so konnte 
eine Erklirungsméglichkeit fir dieses Verhalten darin gesucht 
werden, da8B im Tumor eine Stérung in den genannten Dehydrase- 
systemen bzw. in ihrem Verhiltnis zueinander vorliegt, im Sinne 
eines Ubergewichts der Lactico-dehydrase gegeniiber der Malico- 
dehydrase, auch unter aeroben Bedingungen. 

Es wire zunichst einmal denkbar, dab die Apodehydrase- 
molekiile im Tumor gegeniiber dem normalen Gewebe in irgend- 
einer Weise verindert sind, was zu einer veranderten Kinetik 
der Enzymreaktion fiihren kénnte. Ware z. B. als Folge einer 
derartigen ,pathologischen“ Verinderung der Apodehydrase die 
Gleichgewichtskonstante des Malico-dehydrase-Systems so_be- 
schaffen, daB eine Verschiebung des Gleichgewichts nach der 
linken Seite [vg]. Gl. (2)] eintritt, so wire die Konkurrenzfihigkeit 
des Systems mit dem der Lactico-dehydrase geschwacht. Experi- 
mentell zeigte sich aber zunichst, dap in Hxtrakten aus Jensen- 
Sarkom das System der Lactico-dehydrase das gleiche charakteristische 
Gleichgewicht aufweist wie vm Muskelextrakt und dafs weiterhin 
auch die p,-Abhingigkett der Dehydrierungsreaktion die gleiche st. 
Was die Malico-dehydrase betrifft, so wurde thr Vorkommen wm 
Jensen-Sarkom nachgewiesen und ferner gezergt, dap auch hier 
die Gleichgewichtskonstanten ber den Dehydrasen aus Muskel und 
aus Sarkom tberevnstimmen. 

Die Annahme einer Verschiedenheit der Apodehydrasen des 
pathologischen Gewebes von denen des normalen, und einer da- 
durch bedingten Veranderung der normalen Gleichgewichtsreaktion 
ist nur eine der bestehenden Méglichkeiten; eine andere ist die, 


5* 
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daB die Apodehydrasen des Tumors qualitativ zwar nicht ver- 
schieden von denen des normalen Gewebes sind, daB aber ihre 
Konzentrationen im Gewebe sich unterscheiden. Hier wire 
neben den absoluten Konzentrationen, welche fiir die Intensitiit 
der Atmung bzw. der Glykolyse mitbestimmend sind, vor allem 
auch das Verhaltnis der Konzentrationen von Malico- 
und Lactico-dehydrase zueinander von wesentlicher Bedeutung. 
Leider ist eine exakte Konzentrationsbestimmung der Apodehy- 
drasen im erhaltenen Gewebe noch nicht durchfiihrbar, und 
die Bestimmung der Aktivitiiten in Extrakten erlaubt natiirlich 
keine weitgehenden Schliisse auf die Verhiltnisse im Gewebe 
selbst. Immerhin konnte bei der Untersuchung von Extrakten 
ein Anhaltspunkt dafiir gewonnen werden, daB das Verhiltnis 
Lactico-dehydrase: Malico-dehydrase im Jensen-Sarkom griBer 
ist als im Muskel. Wenn sich diese Andeutung in weiteren Ver- 
suchen bestitigt, so wire damit eine Erklirung fiir das Vor- 
herrschen der Glykolyse gegeniiber der Atmung im Tumor mdglich. 


1. Lactico-dehydrase im Extrakt aus Jensen-Sarkom. 


Ein zur spektrometrischen Untersuchung der Dehydrasefunktion ge- 
eigneter Extrakt wurde folgendermaBen hergestellt: Das Sarkom (6,5 g) 
wurde mittels einer Latapiemiihle zerkleinert und mit 13 eem m/10-Na,HPO, 
wihrend 1 Stunde extrahiert, dann wurde zentrifugiert und der Extrakt 
3 Stunden gegen flieBendes Wasser aus einer Kollodiumhiilse dialysiert. 
Durch Thunberg-Versuche wurde gepriift, daB nach dieser Behandlung 
die Eigendonatoren weitgehend entfernt waren, wiihrend nach Zusatz ver- 
schiedener Substrate die Anwesenheit der entsprechenden Dehydrasen fest- 
gestellt wurde. 


Die Primiarreaktion der Milchsauredehydrierung 
(3) CH,-CHOH.COOH + D-Co =—* CH,- CO -COOH + D-CoH, 


wurde dann, wie friiher beschrieben’), durch spektrometrische 
Messung der Extinktion der Dihydro-cozymase (CoH,) bei A=334mu 
verfolgt. Es ergibt sich das charakteristische Bild (Fig. 1), ganz 
analog wie bei der Dehydrase aus Herzmuskel bzw. Skelettmuskel *). 

Versuchsansatz zu Fig. 1. 1,5cem 0,355 m d,l-Na-Lactat + 2,0 eem 
Puffer + 0,2 cem Sarkom-Extrakt dialysiert (vgl. oben). Nach Zusatz von 
0,2 cem Cozymase (0,4 mg) Anstieg der Extinktion infolge Bildung der CoH,. 


Nach Erreichung des Gleichgewichtes Zusatz von 0,05 ccm 0,1 m Na- 
Pyruvinat (a): Abfall der Extinktion infolge Reoxydation der CoH,. 


DaB der Extinktionsanstieg im Versuch zu Fig. 1 tatsiichlich 
durch die Bildung von Dihydro-cozymase verursacht ist, wird im 
folgenden Versuch bewiesen: (vgl. Fig. 2). 











it ver- 
r ihre 
— Ware 
nsitiit 
allem 
lico- 
utung. 
ydehy- 
. und 
iirlich 
ewebe 
akten 
Altnis 
rOBer 
. Ver- 
Vor- 
glich. 








Vergleichende Studien itiber Dehydrasesysteme im Muskel usw. 69 


Versuchsansatz zu Fig. 2. 1ccem Na-Lactat + 2 cem gesiittigte 
Na,HPO,-Lésung + 0,2 cem Sarkom-Extrakt. Nach Zusatz von Cozymase 
(Gesamtkonzentration 22,7-10~° mol.) erfolgt rascher Anstieg der Extinktion; 
das Gleichgewicht Co/CoH, ist nach 1 Minute erreicht. Nun wird das 
Enzym durch Erhitzen der Versuchsmischung (5 Minuten auf 85°) zerstért. 
Die Extinktionsmessung der klarfiltrierten Losung zeigt, da8 eine starke 
Vermehrung der Dihydro-cozymasemenge eingetreten ist. Sie ist zu er- 
kliren durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes wihrend der Tem- 
peraturerhéhung vor dem Eintritt der Hitzeinaktivierung der Apodehydrase. 
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Fig. 1. Fig. 2. 
Lactico-dehydrase aus Jensen-Sarkom. Lactico-dehydrase aus Jensen- 
‘ ’ nS i Sarkom. Dehydrierung von Milch- 
Dehydrierung von Milchséure und Hydrierung siure, Reoxydation der CoH, durch 
von Brenztraubensaure. Acetaldehyd + Alkoholdehydrase. 


Derselbe Temperatureffekt war bei der Milchsiuredehydrase aus Herz- 
muskel [vgl. 2) S. 233, sowie Adler, Euler u. Hellstrém®)] beobachtet 
worden. Hierauf wurde (bei b) 0,1 ccm 0,01 m Acetaldehyd zugesetzt, 
worauf keine Anderung der Absorption erfolgte. Dagegen fiel die Extinktion 
sofort rasch ab nach Zusatz von 0,04 cem einer Lésung von Alkohol- 
dehydrase aus Hefe (beic). Der praktisch vollstindige Abfall beweist, 
daB die Extinktion nur durch Dihydro-cozymase hervorgerufen war. 

Von wesentlicher Bedeutung fiir die Charakterisierung der 
Apodehydrase ist die Gleichgewichtskonstante der durch 
sie katalysierten Reaktion sowie die p,-Abhingigkeit dieser 
Konstanten. Fiir das vorliegende Problem war es notwendig, 
die Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten und ihrer p,,-Ab- 
hingigkeit parallel fiir Sarkom- und fir Muskelenzym aus- 
zufiihren. Der Muskelextrakt wurde aus frischen Rattenmuskeln 
auf analogem Wege hergestellt wie oben fiir das Sarkom be- 
schrieben. Die Konzentration der Lactico-dehydrase in dem 
erhaltenen Muskelextrakt ist zwar gréBer als im Sarkomextrakt; 
da jedoch die Apodehydrasekonzentration nur die Anfangs- 


*) Nature (Lond.) 138, 968 (1936). 
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geschwindigkeit, nicht aber die Gleichgewichtslage beeinflubt 
so ist fiir die Bestimmung der Konstanten die verschiedene Kon- 
zentration in den beiden Extrakten belanglos. 


Die Versuche, die den in Tab. 1 wiedergegebenen Werten zugrunde 
liegen, entsprechen nach Ansatz und Ausfiihrung dem zu Fig. 1. ge 
hérenden Versuch. Das py wurde durch Phosphat- oder Veronalpuffer 
eingestellt und nach dem Versuch elektrometrisch gemessen. Aus der ein- 
gesetzten Menge |-Na-Lactat und Cozymase, sowie aus der Konzentration 
der gebildeten CoH,, die nach der im Gleichgewicht gemessenen Extinktion 
berechnet ist, ergibt sich die Gleichgewichtskonstante fiir die Reaktion (3), 
(Berechnet nach Formel Anm. 2 S. 232.) 


Tabelle 1. 


Gleichgewichtskonstante fiir das System der Milchsiure- 
dehydrase [Gleichung (8)], 
aus Muskel und Sarkom bei verschiedenem pg. 














Lactico- Molare Konzentrationen Gleich- 
apo- p ae ee ) gewichts- 
° OZYMase 

dehydrase # J1-Milch- : konstante 

aus — | total CoH, | Co kK 
f 7,98 | 0,069 15,46-10~° 2,63-10-° | 12,83-10-° | 1,3 -10‘ 
Sarkom }] 8,38 | 0,069 15,46-10-° 7,8 -10-° ——-7,66-10-> | 0,09- 108 
[1 8.82] 0,069  15.46-10-5  9.38-10-°  6.08-10- | 0.05-108 
7,61 | 0,069 15,46-10-° 2,75-10-° | 12,71-10-° | 1,2 -10* 
Muskel 8,51 | 0,069 15,46-10-° 8,21-10-° 7,25-10-° | 0,07-10* 
8,83 | 0,069  15,46-10-> 9,56-10-° —-5,90-10-5 | 0,04-10! 


Aus Tab. 1 geht hervor, daB die Gleichgewrchtskonstanten fiir 
das System der Muilchsturedehydrase aus Rattenmuskel bzw. aus 
Rattensarkom fiir gleaches p,, die gleichen Werte besitzen. 


Es sei hier bemerkt, dab die in der vorangehenden Mitteilung von 
Euler, Adler, Giinther und Hellstrém”) mitgeteilten Werte fiir die 
Gleichgewichtskonstante des Systems der Milchsiiuredehydrase aus Kaninchen 
muskel etwa 5mal héher liegen als die der obigen Tabelle. Es wiire von 
Interesse zu untersuchen, ob zahlenmibige Unterschiede dieser Konstante 
durch eine Verschiedenheit des Apodehydrasemolekiils bei verschiedenen 
Tieren verursacht ist. Méglicherweise kénnte auch die Herstellung der Apo 
dehydrase von Einflu8 sein; die erwiihnte Bestimmung’) bezog sich aut 
ein durch Acetonfillung aus Muskelextrakt gewonnenes Apodehydrase- 
priiparat. Der GréBenordnung nach stimmen jedoch die bisher unter- 
suchten Konstanten fiir Lactico-apodehydrasen aus verschiedenem Material 
iiberein; sie liegen im physiologischen p,;,-Gebiet alle um 10°, und in dieser 
Zahl driickt sich eben die Acceptorfunktion des Systems aus. 
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2, Malico-dehydrase in Extrakten aus Muskel und Jensen-Sarkom. 


Das Vorkommen von Apfelsiiuredehydrase in Muskulatur 
ist seit lingerer Zeit bekannt. Von Wagner-Jauregg’) wurde 
die Mitwirkung von Flavinenzym bei der Methylenblau-Reduktion 
durch das System der Apfelsiuredehydrase zuerst gezeigt. Adler 
und Michaelis’) bewiesen dann, daB Cozymase. (Codehydrase [) 
das spezifische Co-Enzym dieser Apodehydrase ist. Kine aus- 
fiihrliche Untersuchung iiber Malico-dehydrase wurde kiirzlich von 
D. E. Green’) veréffentlicht. 

Wir finden nun bei der spektrometrischen Untersuchung der 
Primaérreaktion 


~< 


4) Apfelsiiure + D-Co “~~ > Oxalessigsiiure + D-CoH, , 


daB das Gieichgewicht dieser Reaktion wie das einer typischen 
Acceptorreaktion sehr weit nach links verschoben ist. Man muf 
deshalb groBe Konzentrationen an Apfelsiiure und an Cozymase 
verwenden, um eine gut meBbare Dihydro-cozymase- Bildung zu 
erhalten. 

Das gleiche gilt fiir die im Jensen-Sarkom aufgefundene 
Malico-dehydrase. Die Primirreaktionen fiir Malico-apodehydrase 
aus Muskel und Sarkom sind in den Fig. 3 und 4 dargestellt. 
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Fig. 3. Fig. 4. 


Malico-dehydrase aus Jensen-Sarkom. 
Dehydrierung von Apfelsiure und 
Hvdrierung von Oxalessigsiure. 


Malico-dehydrase aus Rattenmuskel. 
Dehydrierung von Apfelsiure und Hydrierung 
von Oxalessigsiure. 


Versuchsansatz zu Fig. 8: 1,4cem d,l-Na-Malat (0,357 mol.) 
+ 2,0 cem Veronalpuffer (p;, der Versuchsmischung nach dem Versuch ist 
8,49) ++0,2cem Muskelextrakt. Die Dehydrierung bzw. CoH,-Bildung wurde in 
Gang gesetzt durch Zusatz von 0,4 mg Cozymase, gelést in 0,4 cem; nach 


’) Wagner-Jauregg, Rauen u. M6ller, Diese Z. 228, 275 (1934). 
8) Adler u. Michaelis, Diese Z. 238, 261 (1936). 
*) Green, Biochemic. J. 30, 2095 (1936). 
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Erreichung des Gleichgewichts wurde durch Zusatz von 0,05 cem 0,1 m 
Na-Oxalacetat (bei a) die gebildete CoH, sehr rasch und praktisch vollstiindig 
reoxy diert. 

Versuchsansatz zu Fig. 4: 1,0 cem d,l-Na-Malat (0,357 mol.) 
+ 2,5 cem Veronalpuffer (pj; der Versuchsmischung nach dem Versuch: ist 
8,44) + 0,2 cem Sarkom-Extrakt (vgl. S. 68). Dihydro-cozymase - Bildung in 
Gang gebracht durch Zusatz von 0,3 mg Cozymase, gelést in 0,15 ccm. 
Nach Einstellung des Gleichgewichts (bei a) Zusatz von 0,05 cem 0,1 m- 
Na-Oxalacetat. 

Aus diesen beiden Versuchen geht hervor, daB die Malico- 
dehydrase des Sarkoms wie die des Muskels eine Cozymase- 
spezifische Dehydrase darstellt, und daB ein kleiner Uberschui 
des Reaktionsproduktes die Dehydrierung praktisch vollkommen 
zuriickzudringen imstande ist. 

Der der Milchsiuredehydrierung analoge Charakter der Apfel- 
siuredehydrierung duBert sich auch in der Tatsache, da’ mit 
steigendem p,, die Dehydrierungsgeschwindigkeit gréBer und somit 
die Gleichgewichtskonstante kleiner wird. In den Fig. 5 und 6 
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Fig. 5. Tie. 6. 
Malico-dehydrase aus Rattenmuskel. Malico-dehydrase aus Jensen-Sarkom. 
Pu-Abhangigkeit der Dehydrierung. Py-Abhangigkeit der Dehydrierung. 


ist die Primirreaktion der Apfelsiiuredehydrierung bei verschie- 
denem p,, fiir Apodehydrase aus Muskel (Fig. 5) und aus Sarkom 
(Fig. 6) wiedergegeben. Tab. 2 enthilt eine Zusammenstellung der 
aus den Versuchen zu Fig. 5 und 6 und weiteren Versuchen er- 
mittelten Gleichgewichtskonstanten fiir die Dehydrasesysteme 
aus den beiden untersuchten Geweben. 

Die Gleichgewichtskonstante der Dehydrierungsreaktion (4) ist 
also von der gleichen GréBenordnung wie die der Milchsiure- 
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0.1m. —— dehydrierung oder der Alkoholdehydrierung. Sie erklirt die Tat- 
indig 7 cache, daB beim Zusatz von Oxalessigsiure zu Muskelgewebe eine 
mol) & Tabelle 2. 
ch ist & Gleichgewichtskonstante fiir das System der Apfelsiiure- 
ngin & dehydrase (Gleichung (4)} aus Muskel und Sarkom 
> ccm. bei verschiedenem pq. 

Jlm- § 
Malico- Molare Konzentrationen Gleich- 
tlico- apo- gewichts- 
A Cozymase 
nase- #% dehydrase Pu |1-Apfel- _ a ) konstante 
chub aus we CoH, Co K 
1men ; . 
(| 754 | 0,046 15,46-10-° —1,50-10-° | 18,96-107° | 2,85-104 
: Sarkom 2] 7,85 | 0,046 | 15,46-10-°  2,60-10-° | 12,86-10-5 | 0,88-104 
pfel- |] 3:44 | 0,046 | 11,60-10-° 4,48-10-° | 8,43-10- | 0,20- 105 
_ 7,46 | 0,103 | 15,46-10-° 1,80-10-° | 13,66-10-° | 4,3 -10° 
omit Muskel J] 771 | 0,108 | 15,46-10-°  2,50+10-° | 12,96-10-° | 2,0 - 10° 
rd 6 8,33 | 0,062 | 15,09-10-°  3,81-10-> | 11,28-10-° | 0,49-104 
8,49 | 0,062 15,09-10-° | 5,94-10-° 9,15-10-° | 0,16-10* 
fast vollstiindige Reduktion zu Apfelsiure erfolgt*). Fiir die Frage- 
| stellung, die uns hier beschiftigt, ist das Ergebnis von Bedeutung, 
| daB die Glewchgewichtskonstante des Systems A pfelsdiure-Oxalessig- 
siure fiir die Dehydrasen aus Muskel und Sarkom dieselbe ist. 
Dieses Ergebnis ist in Fig. 7 anschaulich gemacht, wo die aus 
4) r | 
| | j 
4704 ~ 
: . 
Py-Abhangigkeit der Gleichgewichtskonstante 
\ : der Apfelsiuredehydrierung. 
m. 0 O = Muskel, 
@ = Sarkcm. 
hie- oid : | 
kom | ; 
dei on + 
7 5 — 
er- ’H 
Fig. 7. 
eme 7 


Tab. 2 erhaltenen Gleichgewichtskonstanten gegen das p,, ab- 
- ist getragen sind. Man sieht, daB die Werte fiir Muskel und Sarkom 
einer gemeinsamen Kurve angehoren. 
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3. Verhaltnis der Konzentrationen von Lactico-apodehydrase 
und Malico-apodehydrase in Muskel und Sarkom. 


Wie eingangs ausgefiihrt, ist das Verhiltnis der genannten 
Apodehydrasen zueinander von Bedeutung fiir die Leitung des 
Substratwasserstofis unter aeroben Bedingungen. Man kann an- 
nehmen, daB normalerweise ein bestimmtes Intensitiitsverhiiltnis 
zwischen den beiden Dehydrasen herrscht, welches so beschaffen 
ist, dab unter aeroben Bedingungen, d. h. wenn die fortlaufende 
Reoxydation der Fumarsiiure zu Oxalessigsiiure gewihrleistet ist, 
der gréBte Anteil der Dihydro-cozymase im System der Malico- 
dehydrase reoxydiert wird. Es kommt im Sinne der Szent- 
Gyérgyischen Theorie zu einer iiber das System Oxalessigsiiure- 
Apfelsiiure verlaufenden Atmung. Wird jedoch der normale Zustand 
gestirt, derart, daB die Intensitit der Lactico-dehydrase gegen- 
iiber der Malico-dehydrase eine Steigerung erfihrt, so kénnte 
auch unter aeroben Verhiltnissen eine Reoxydation der aus einem 
Donatorsystem stammenden Dihydro-cozymase durch Brenz- 
traubensiure erfolgen, d.h. es kénnte die fir das Sarkom und 
Carcinom charakteristische aerobe Milchsiurebildung zustande 
kommen. 

Fiir die Bestimmung der Apodehydrase-Konzentra- 
tionen ist man gendtigt, Extrakte aus dem betreffenden Gewebe 
herzustellen. Eine Schitzung der Apodehydrasemenge etwa im 
Gewebeschnitt oder im Gewebebrei schlieBt zu viel Unsicherheit 
in sich, insbesondere wegen der gleichzeitig verlaufenden Dehy- 
drierung der Kigensubstrate. Aber auch in Extrakten gibt die 
Thunbergmethode keine eindeutigen Werte, weil die Dauer der 
Methylenblauentfarbung, auch wenn fiir optimale Dosierung aller 
iibrigen Komponenten des Dehydrasesystems Sorge getragen ist, 
nicht nur von der Konzentration der Apodehydrase, sondern auch 
von der fiir die Primirreaktion charakteristischen Gleichgewichts- 
lage bestimmt wird. 

Kine bessere Méglichkeit, die Konzentration von Apodehydrasen 
bzw. das Verhiltnis ihrer Konzentrationen zueinander angeben 
zu kénnen, liegt in der spektrometrischen Messung der in 
der Primarreaktion gebildeten Dihydro-cozymase. Hier 
ist ganz im Anfang der Dehydrierung die pro Zeiteinheit gebildete 
Dihydro-cozymase ein MaBf fiir die Reaktionsgeschwindigkeit. Wir 
sind deshalb so vorgegangen, dai wir aus Muskel bzw. aus 
Sarkom unter Einhaltung gleicher Bedingungen méglichst er- 
schépfende Extrakte hergestellt und in den verdiinnten Extrakten 
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das Verhiltnis der Anfangsgeschwindigkeiten fiir Milch- 
siure- und Apfelsiure-Dehydrierung bestimmt haben. 

Beispiel: Rattenmuskel wurde mit Hilfe einer Latapiemiihle zer- 
kleinert. 5 g des zerkleinerten Materials wurden unter Zusatz von Seesand 
mit 15cem m/15-Na,HPO, griindlichst verrieben und 1 Stunde bei 5° stehen 
gelassen. Hierauf wurde durch doppelt gelegte Verbandgaze auf einem 
Biichner-Trichter abgesaugt und ausgepreBt. Der triibe Extrakt wurde 
1:10 verdiinnt und konnte, da fiir die spektrometrische Reaktion nur 0,1 cem 
auf 4cem Versuchsmischung nétig waren, direkt zum Versuch verwendet 
werden. 

In gleicher Weise wurde ein Extrakt aus Jensen-Sarkom hergestellt, 
nur mit dem Unterschied, daB anstatt mit der 3 fachen nur mit der 2 fachen 
Menge Natriumphosphat extrahiert wurde. Da es sich nur um die Bestim- 
mung des Verhiiltnisses der zwei Apodehydrasen in jedem der Extrakte 
handelte, war die absolute Konzentration fiir die Deutung der Ergebnisse 
ohne Belang und konnte nach praktischen Gesichtspunkten gewihlt werden. 


Die Messung der Milchsiiure- und Apfelsiiuredehydrierung 
im Muskelextrakt ist in Fig. 8, die im Sarkom-Extrakt in Fig. 9 
wiedergegeben. Die Versuchsansiitze entsprechen den 8S. 68 bzw. 
S. 71 wiedergegebenen. 
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Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten 
fiir Milchsiure- und Apfelsiuredehydrie- fiir Milchsiure- und Apfelsiiuredehydrie- 
rung mit Muskelextrakt. rung in Sarkomextrakt. 


In den Figuren ist die T'angente an den Anfangsast der 
Kurven gelegt, wodurch die Anfangsgeschwindigkeit dargestellt 
wird, Letztere kann dann z. B. ausgedriickt werden durch den 
xtinktionszuwachs pro Minute («, und ¢, in Fig. 8 und 9). Das 
Verhaltnis der so ermittelten Zahlen zueinander betrug fiir nor- 
malen Rattenmuskel 

[Lactico-apodehydrase] _—0,88 


: = = 6,66 
(Malico-apodehydrase] 0,134 ” 


und fir Sarkom 


(Lactico-apodehydrase] 0,36 _ 7.20 


(Malico-apodehydrase] —-0,050 
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Gleichzeitig mit diesen als Beispiel angegebenen Versuchen 
war der Extrakt aus der Muskulatur der Sarkomratte untersucht 
worden; er lieferte den Quotienten 6,50. Fiir eine andere Sarkom- 
ratte war fiir den Muskel der Wert 6,27, fiir Sarkom dagegen 11,7 
gefunden worden. Das Sarkom der erstgenannten Ratte war ver- 
haltnisméBig jung, das der letztgenannten alter und _ teilweise 
nekrotisch. 

Die zuletzt genannten Werte deuten zwar in die Richtung 
der oben in Erwigung gezogenen Verschiebung des Verhiltnisses 
zugunsten der Lactico-dehydrase im Sarkom; da jedoch in dem 
jiingeren Sarkom eine wesentliche Verschiedenheit des Quotienten 
gegeniiber dem Muskelquotienten nicht gefunden wurde, so er- 
scheint es bisher noch zweifelhaft, ob dem eigenartigen Stofi- 
wechseltyp des Sarkoms wirklich eine ,,pathologische“ Verinderung 
des untersuchten Apodehydrase-Quotienten zugrunde liegt. Ks 
wird hier noch weiterer Versuche an verschiedenem Material be- 
diirfen. Immerhin scheint die angegebene: Methode zur Unter- 
suchung der Dehydrasekonzentrationen geeignet zu sein. 


Diskussion. 


Wenn die vorliegenden Versuche keine hinreichende Stiitze 
liefern fiir die Annahme, da8 im Tumor eine Anomalie im Wirkungs- 
verhiltnis von Lactico- und Malico-dehydrase vorliegt, so mui 
nach einer anderen Erklirung fiir das ,,MiBverhiltnis“ zwischen 
Glykolyse und Atmung bzw. das Auftreten der aeroben Glykolyse 
im Tumor gesucht werden. Man mu zunichst daran denken, 
daB ein anderes Enzym des Szent-Gyérgyischen Ubertriiger- 
systems gestért ist, nimlich Fumarase oder Fumarsaure-dehydrase. 
Weiterhin kann die Stérung in dem sich anschlieBenden sauerstofi- 
aktivierenden System (Keilin-Warburg-System) vermutet werden. 
Hier sei an den Befund von Holmes?°) erinnert, wonach das 
Cytochrom im Tumor vermindert sei gegeniiber normalen Geweben. 
SchlieBlich muB in Betracht gezogen werden, dab neben dem 
Szent-Gyérgyischen System noch andere existieren kénnen, 
deren normale Funktion im Tumor eine Stérung erfahren hat. 

Der Nachweis der normalen Apfelsiiure-dehydrase im J ensen- 
Sarkom ist von Interesse fiir die Deutung der Beobachtung von 
I. Banga und Szent-Gyérgyi‘), daB die Reduktion von zu- 
gesetzter Oxalessigsiure durch Tumorgewebe viel langsamer erfolgt 


1°) Biochemic. J. 20, 812 (1926). 
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| als durch Muskelgewebe. Nach unseren Versuchen ist nun zwar 
die absolute Konzentration der Malico-apodehydrase, welche die 
| Reduktion der Oxalessigsiure katalysiert, im Tumor geringer als 


im Muskel; der Unterschied kann aber nicht ausreichen, um die 
juBerst geringe Reduktionswirkung des ‘T'umorgewebes gegen 


Oxalessigsiure zu erkliren. Unter den méglichen Ursachen kann 
nach unseren Bestimmungen Cozymasemangel kaum in Betracht 
' kommen. Man wird also annehmen diirfen, daB die Lieferung 


des Wasserstoffs, d.h. die Bildung der Dihydro-cozymase in der 


' Donatorreaktion gehemmt ist. Die fiir die normale Hauptatmung 
| wesentliche Donatorreaktion diirfte die Dehydrierung von Triose- 


_ phosphorsiure sein: 


Triosephosphorsiiure + D-Co = Phosphoglycerinsiure + D-CoH,, 


| dh. die gleiche Reaktion, die als Donatorreaktion bei Garung 


und Glykolyse zu formulieren ist. Vielleicht liegt im Tumor eine 


' andere Donatorreaktion vor; es sei daran erinnert, dab nach 


verschiedenen Angaben der Literatur der Glykolysemechanismus 


' des Tumors von dem des Muskels abweichen soll, z. B. was die 
' Verwertung von Glucose als Substrat und die Phosphorylierung 


| betrifft. 


Wenn die oben formulierte Donatorreaktion fiir Glykolyse 


' und fiir Atmung im normalen Gewebe gemeinsam ist, so folgt 
| weiter, daB wie bei der Glykolyse auch bei der Atmung aus dem 


primiren Dehydrierungsprodukt (Phosphoglycerinsiure) durch die 


| bekannten Enolase- und Phosphorylase-Reaktionen (Meyerhof, 
Lohmann, Parnas) schlieBlich Brenztraubensiure entstehen 
f mu’. Die Weiterreduktion der Brenztraubensiure zu Milchsiure 
| wird jedoch bei intakter Atmung im normalen Gewebe gehemmt 


sein, da die Dihydro-cozymase der Donatorreaktion durch die 
Oxalessigsiiure ,abgefangen“ wird. Wir sind mit Versuchen, die 


sich mit der Stellung der Brenztraubensaiure beim Atmungsvorgang 
| befassen, beschiftigt. 


Zusammenfassung. 
1. Die im Extrakt aus Jensen-Sarkom enthaltene Milchsiure- 


- dehydrase wird untersucht. Ihr System unterscheidet sich beziig- 
lich des Gleichgewichtes sowie der p,-Abhingigkeit nicht von 


dem System der entsprechenden Apodehydrase aus Muskel. 
2. Das System der Apfelsiuredehydrase in Muskulatur ist 


_ ein typisches Acceptorsystem, d.h. die Reduktion von Oxalessig- 


siure ist die bevorzugte Richtung der Reaktion. Apfelsiure-apo- 
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dehydrase findet sich auch im Jensen-Sarkom. Gleichgewichts- 
konstante und p,,-Abhingigkeit sind fiir die Systeme aus Muske| 
und Sarkom gleich. 

3. Der Vergleich der Anfangsgeschwindigkeiten der Dihydro- 
cozymasebildung in den Systemen der Lactico- und Malico-dely.- 
drase wird dazu verwendet, das Verhiltnis der Konzentrationen 


der beiden Apodehydrasen in Extrakten zu bestimmen. Es ergah 
, se ss , Lactico-apodehydrase) 
sich bei einem jiingeren Sarkom der Quotient ected 

(Malico-apodehydrase 
zu 7,2, in einem dlteren, teilweise nekrotischen Sarkom zu 11,7, 
wihrend der gleiche Quotient in verschiedenen Extrakten aus 


» Muskel zu 6,6 bzw. 6,5 und 6,3 bestimmt wurde. 


Der I. G. Farbenindustrie A. G. und besonders Herrn Di- 
-rektor Prof. Dr. H. Hérlein danken wir verbindlichst fir die 
Uberlassung von Enoloxalessigsiiure. 

Fiir die freundliche Hilfe durch Implantation der Jensen- 
Sarkome in zahlreiche Versuchstiere sind wir Herrn Prosektor 
Dr. 0. G. M. Reuterwall, Radiumhemmet in Stockholm, zu aui- 
richtigem Dank verpflichtet. 
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Uber die chemischen Vorginge 
bei der Kompressionsverkiirzung des Muskels. 
Von 


H. J. Deuticke und U. Ebbecke. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitaét Bonn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Miirz 1937.) 


Uber die Einwirkung hoher Drucke auf intakte Organismen 
und isolierte iiberlebende Organe ist in letzter Zeit eine Reihe 
von Arbeiten aus dem hiesigen Institut veréffentlicht worden!—?), 
Darin konnte gezeigt werden, daf die Drucksteigerung iibe einen 
vewissen fiir die verschiedenen Objekte verschieden hohen Schwellen- 
wert hinaus meist eine erregende Wirkung ausiibt, z. B. auf die 
Schwimmbewegungen mariner Lebewesen') oder auf die Schlag- 
frequenz eines isolierten Froschherzens*) oder auf den Tonus und 
die spontane rhythmische Automatie des Froschmagens’*), dab 
dagegen weitere Druckerhéhungen eine zuerst reversible, schlieb- 
lich irreversible Lahmung zur Folge haben. 

Der quergestreifte Muskel, bei dem sich die Folgen allseitiger 
Kompression besonders gut beobachten und auswerten lassen, 
beantwortet auch nach Curarisierung*), Narkotisierung*) und Rohr- 
zuckervorbehandlung®) die allseitige Kompression jenseits seines 
Schwellenwertes (200—250 Atm.) stets mit einer Verkiirzung, deren 
Geschwindigkeit, Ausma8 und Dauer innerhalb eines gewissen 
Druckbereiches von der Geschwindigkeit des Druckanstieges, der 
Hohe und der Dauer des Druckes abhingig sind. Rascher Druck- 
anstieg und Druckabfall fiihren zu augenblicklicher Verkiirzung 
und Erschlaffung, langsamen Druckan- oder -abstieg beantwortet 
der Muskel entsprechend langsam. Jegliche Art der Muskel- 
verkiirzung, von einer Einzelzuckung bis zur tetanusartigen Dauer- 
verkiirzung, 1iBt sich durch geeignete Dosierung des Druckes er- 
azielen. Bei Anwendung relativ niedriger Drucke erschlafft der 
kompressionsverktirzte Muskel bereits wiihrend der Druckeinwirkung, 
bei Anwendung hdherer und kurzdauernder Drucke erst nach Auf- 
hdren des Druckes; linger dauernde hohe Drucke hinterlassen 
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einen zunachst reversiblen, spiter irreversiblen Verkirzungsriick- 
stand, eine Kontraktur oder Starre, die in dem von uns unter- 
suchten Bereich, d.h. bei Steigerung des Druckes bis auf 1500 Atm, 
und einer Kompressionsdauer bis zu 30 Minuten niemals in Starre- 
lésung iiberging. 

Schon frither* 5), und nachdriicklich in einer demnichst er- 
scheinenden Arbeit ,Uber den Elementarvorgang der Kontraktion 
bei Kompressionsverkiirzung und normaler Muskelkontraktion« 
(U. Ebbecke) ist darauf hingewiesen, dab der allseitige Druck 
keineswegs ein derart unphysiologischer Reiz ist, wie es zuniichst 
erscheinen mag. Wir wollen die Griinde hierfiir nicht nochmals 
im einzelnen aufziihlen, sondern nur die bei kurzer Druckeinwirkung 
vollkommene Reversibilitit der Kompressionsverkiirzung und ihre 
Reproduzierbarkeit auf den gieichen Reiz hin anfiihren und ferner 
daran erinnern, daB der allseitige Druck als Reiz simtliche Muskel. 
fasern gleichzeitig und gleichmiBig erfaBt, sich damit der mecha- 
nischen, thermischen, chemischen und osmotischen Kinwirkung als 
iiberlegen und der elektrischen Reizung als gleichwertig erweist. 

Infolgedessen erschien uns eine Untersuchung iiber den 
Chemismus der Kompressionsverkiirzung als gerechtfertigt, einmal 
um zu klaren, ob im kompressionsverkiirzten Muskel iiberhaupt 
chemische Umsetzungen an den bisher bekannten Betriebssub- 
stanzen und physikochemische Anderungen an seinen Proteinen 
erfolgen, ferner ob sie lediglich im Moment des Hubes stattfinden, 
kontraktionsauslésend wirken und durch teilweise oder véllige Aus- 
schaltung von Fermenten schlieBlich zum Stillstand kommen — 
Macheboeuf?’) hat z. B. Fermente durch lingere Aufbewahrung 
bei 8000—15000 Atm. Druck véllig vernichten kiénnen — oder 
ob dem bei héherem Druck beobachteten stiirkeren mechanischen 
Effekt, der auch in einer héheren Spannungsleistung zum Ausdruck 
kommt ?"), eine Steigerung des Stofiumsatzes entspricht. Von diesen 
Erwigungen ausgehend stellten wir eine Reihe von Versuchen an, 
iiber die schon z. T. auf der 14. Tagung der Deutschen Physio- 
logischen Gesellschaft 1936 berichtet wurde und deren endgiiltiges 
Ergebnis in dieser und zwei weiteren Arbeiten mitgeteilt sei. 


Methodik”). 


Die Apparatur war die gleiche, die bisher zu den Druckversuchen im 


hiesigen Institut Verwendung fand°). Eine Druckpumpe nach dem Cailletet- 
Prinzip, gefiillt mit fliissigem Paraffin und versehen mit einem auf hohe 


*) Bei der Durchfiihrung des biologischen Teiles der Versuche war Herr 
cand. med. O. Hasenbring wesentlich beteiligt. 
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Drucke geeichten Manometer, war mit einem Druckgefib, der Druckbombe 
yerbunden, die gleichfalls mit fliissigem Paraffin beschickt war. Die Druck- 
bombe hatte zwei Fenster zur Beobachtung des Muskels. Von den beiden 
Gastrocnemien eines Frosches kam der eine unbelastet in die Druckbombe 
- in einem kleinen Glasgefi® in Paraffin oder in Ringerlésung suspen- 
diertt — und wurde eine bestimmte Zeit (2 Sekunden—40 Minuten) unter 
Druck gesetzt. Der zweite Muskel war die gleiche Zeit iiber ebenfalls in 
Paraffin oder Ringerlésung, aber ohne unter Druck gesetzt zu werden. Nach 
Unterbrechung des Versuches, was durch Ablassen von etwas Paraffin 
momentan méglich ist, wurde die Druckbombe beschleunigt geéffnet, der 
Muskel herausgenommen, von anhaftendem Paraffin mittels Filtrierpapier 
sorgfiltig befreit — der Vergleichsmuskel wurde von einem Assistenten in 
genau gleicher Weise behandelt — und beide Muskeln kamen dann gleich- 
zeitig in fliissige Luft. Die Zeit vom Nachlassen des Druckes bis zum Ver- 
senken in fliissige Luft betrug 25—50 Sekunden. Die zerfrorenen Muskeln 
wurden anschlieBend in iiblicher Weise im Porzellanmérser zerkleinert und 
aliquote Teile des Muskelpulvers analysiert. 

Das Glykogen wurde nach der Pfliigerschen Methode in der yon 
J. Weber’’) angegebenen Modifikation mit geringen Abinderungen bestimmt, 
die Milechsiiure nach E, Lehnartz'’) in aliquoten Teilen des Schenck- 
filtrates. Die Bestimmung der verschiedenen Phosphorsiurefraktionen er- 
folgte nach G. Embden"*) gravimetrisch, bei der anorganischen Phos- 
phorsiure im Schenckfiltrat, so daB in dieser Fraktion die Phosphokreatin- 
phosphorsiure mit enthalten ist. Der Gehalt an Phosphokreatin-phos- 
phorsiure wurde nach E. Lehnartz) im Trichloressigsiurefiltrat nach 
Entfernung der wahren anorganischen Phosphorsiiure mittels Magnesiamixtur 
ermittelt, der der Pyrophosphorsiure nach K. Lohmann") durch 
Feststellung der bei Hydrolyse in n-HCl im kochenden Wasserbad nach 
7 Minuten und 380 Minuten abgespaltenen Phosphorsiiure und Errechnung 
des darin enthaltenen Pyrophosphatanteils. Die gesamte siiurelésliche 
Phosphorsiure wurde im Schenckfiltrat nach Veraschung mit Schwefel- 
siiure-Perhydrol bestimmt, das Lactacidogen durch Reduktionsbestimmung 
des ausgefillten Mg-Salzes nach H. Jost’). Die Bestimmung der Protein- 
lislichkeit schlieBlich erfolgte nach dem von H. J. Deuticke aus- 
gearbeiteten Verfahren '*). Fast siimtliche nachstehend mitgeteilten Ergebnisse 
sind durch gut iibereinstimmende Doppelanalysen belegt. Gelegentlich aus- 
vefiihrte Trockensubstanzbestimmungen zeigten, daB auch die linger dauernde 
Kompression den Trockensubstanzgehalt des in Paraffin auf bewahrten Muskels 
unbeeinfluBt 1aBt. 


Versuchsergebnisse. 

In der Tab. 1 ist das Verhalten des Phosphokreatins 
wiedergegeben bei Muskeln, die einem Druck von 3800 Atm. aus- 
vesetzt waren. Diesen Druck beantwortet nach friiheren Er- 
fahrungen* 5) der Kaltbliitermuskel stets mit einer deutlichen Ver- 
kiirzung, die nach kurzer Zeit, bei liingerer Versuchsdauer bereits 
wihrend der Kompression, nachlift. Auch in den neun Versuchen 
dieser Tabelle zeigte der Druckmuskel (Muskel B) niemals einen 
Verkiirzungsriickstand, er war nach Herausnahme aus der Druck- 

6* 
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Tabelle 1. 


EinfluB von 300 Atm. Druck auf die Phosphokreatin-phosphorsiuve. 
Sommer-Esculenten. Fang vom 7. 7. 35. 





a 











Versuchs-Nr. Einwirkungs- poner a aus der 
" : phorsiure in mg-°/, osphokreatin 
(Protokoll-Nr.) dauer von des Muskelgewichtes | phosphorsiiure 
Datum 300 Atm. Druck|— —— im Muskel B, 
1935 auf Muskel B | Muskel A | Muskel B | ber. auf A in °) 
1 } Tt a ” 941 2943 | 
(72) 10.7. aoe . oe oli 
: 2 199 B,! 
(78) 10. 7. * — ile os 
3 DF, 185 OT ¢ 
(74) 10.7. * mf . aie 
- Satie a 175 122 ~ 30,9 
D ™ - 
(15) 12.7 a 199 165 —17%,2 
ein-anit Bis 261 | 158 ~ 39,5 
(16) 12.7 » 2250171 — 23,5 
a9 a 20 ., 206 119 — 42,9 
ini tae 30 ,, 300 148 —50,6 











bombe iduBerlich von gleicher Form und Konsistenz wie sein 
Vergleichsmuskel. Wie man sieht, ist stets als Folge der Druck- 
einwirkung das Phosphokreatin vermindert — entsprechend seinem 
Verhalten bei der Muskeltitigkeit !* °°) — auBer im ersten Versuch 
dieser Tabelle bei 30 Sekunden Versuchsdauer; aber méglicher- 
weise ist eine auch hier erfolgte Phosphokreatinspaltung durch 
die bei geringfigiger Beanspruchung des Muskels auch unter 
anaeroben Bedingungen [O. Meyerhof und K. Lohmann’), 
H. Gorodissky”’), D. Nachmansohn*’)] beobachtete Resynthese 
des Phosphokreatins — wihrend der Herausnahme des Muskels 
aus dem Druckgefif — bereits ausgeglichen. Die Phosphokreatin- 
spaltung ist withrend der ersten 3 Minuten Druckeinwirkung mit 
einer Abnahme um 30°/, am stirksten; dann tritt eine gewisse 
Verzégerung ein (vgl. auch die Fig. 1, S. 94), aber die Phospho- 
kreatinspaltung kommt nicht zum Stillstand, nach 30 Minuten 
Druckeinwirkung ist der Phosphokreatingehalt auf etwa die Hilfte 
gesunken. 
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Bei 500 Atm. Druckeinwirkung (vgl. Tab. 2), einem Reiz, den 
der Muskel stets mit einer starken Dauerverkiirzung und einem 
in Abhaingigkeit von der Kompressionsdauer erst nach Aufhéren 


Tabelle 2. 
EinfluB von 500 Atm. Druck auf die Phosphokreatin-phosphorsiiure. 
Herbst-Winter-Temporarien. 





Versuchs-Nr. 
(Protokoll-Nr.) 


Datum 
1934 


10 
(17) 23.11. 

11 
(16) 238.11. 

12 
(15) 23.11. 


13 
(36) 18. 12. 


(13) 13.11. 


23 
(30) 11. 12. 

24 
(31) 11. 12. 





Einwirkungs- 
dauer von 
500 Atm. Druck 
auf Muskel B 


2 Sek. 


1 Min. 


20 


30. ,, 





Phosphokreatin-phos- 
phorsiure in mg-°/, 
des Muskelgewichtes 


Muskel A | Muskel B 


252 2338 
288 191 
293 190 
287 | 207 
274 177 
241 180 
291 149 
210 132 
259 143 
278 188 
239 142 
939 | «2172 
206 | at 
226 42 
212 | a9 





Anderung der 
Phosphokreatin- 
phosphorsiiure 
im Muskel B, 
ber. auf A in °/, 


des Druckes mehr oder weniger reversiblen Verkiirzungsriickstand 
beantwortet, ist die Phosphokreatinspaltung ungleich stiirker. Hier 
ist schon nach 5 Sekunden etwa !/, des Phosphokreatins abgebaut, 
d. h. etwas weniger als nach einem ermiidenden isotonischen 
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Tetanus von 2—4 Sekunden Dauer*’) — wobei allerdings auch 
hier eine stirkere Phosphokreatinspaltung durch anaerobe Re- 
synthese ausgeglichen sein kann — und nach 10 Minuten ist 
das Phosphokreatin bis auf geringe Reste verschwunden*). Aber 
auch in dieser Versuchsreihe beobachten wir nach anfinglich be- 
schleunigtem Phosphokreatin-zerfall eine Spaltungsverlangsamung, 
die sich bei Fréschen von 2 Sendungen fand, und die wir deshalh 
fir real halten. Sie 14Bt sich dem Verlauf des Phosphokreatin- 
zerfalls bei elektrischer Reizung in Parallele setzen, der mit zu- 
nehmender Arbeitsleistung ebenfalls kleiner wird unter Anstieg 
des isometrischen Phosphokreatin-koeffizienten [Nachmansohn®") 
Aus dem Verlauf der beiden gestrichelten Kurven in Fig. 1 (S. 94) 
ist ersichtlich, daB zeitweilig Phosphokreatin-spaltung und _ -re- 
synthese, letztere auf Kosten anderer exothermer Prozesse, mit 
etwa gleicher Geschwindigkeit verlaufen. 

Zu denjenigen Prozessen, die mit der Phosphokreatin-resyn- 
these energetisch aufs engste verkniipft sind, gehért vor allem 
die Umwandlung von Glykogen in Milchsiure. Wie die 
Versuche der Tab. 3 zeigen, ist der Glykogengehalt des Muskels 
bei 300 Atm. Druck noch nach 20 Minuten Versuchsdauer prak- 
tisch unbeeinfluBt geblieben, zu einer Zeit also, in der das Phospho- 
kreatin bereits zu etwa 40°/, gespalten war. Dabei ist die Milch- 
siiure stets vermehrt, wenn auch nicht sehr stark. Erst nach 
30 Minuten Kompressionsdauer hat der Muskel auch an Glykogen 
eingebiBt (Vers. 29), jedoch auch hier weniger als der Milchsiure- 
bildung entspricht, deren Anderung in dieser und der folgenden 
Tabelle iibrigens ebenso wie die des Glykogens nicht in Prozent 
des Kontrollwertes, sondern direkt in mg, berechnet auf 100g 
Muskulatur, eingezeichnet wurde. 


Der ungleich stiirkere Reiz von 500 Atm. Druck (vgl. Tab. 4) 
fiihrt dagegen schon nach 10 und 30 Sekunden zu einer starken 
Glykogenverminderung, die, wie aus den weiteren Versuchen er- 
sichtlich ist, bei kurzen Kompressionszeiten beschleunigt, dann 


*) Um zu kliren, ob auch nach Aufhéren des Druckes, wihrend der 
Herausnahme des Muskels aus der Druckbombe, merkliche Anderungen im 
Phosphokreatingehalt des Muskels erfolgen, wurden in einem Kontroll- 
versuch (Protokoll-Nr. 18, 23. 11. 34) beide Muckeln gleichzeitig wihrend 
15 Sekunden einem Druck von 500 Atm. ausgesetzt und der eine Muskel 
40 Sekunden, der zweite 160 Sekunden nach Aufhéren des Druckes in 
fliissize Luft versenkt. Beide wiesen mit 188 mg-°/, den gleichen Gehalt 
an Phosphokreatin-phosphorsiure auf. 
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Tabelle 3. 
Einflu8 von 300 Atm. Druck auf den Glykogen- und Milchsiuregehalt. 
Sommer-Esculenten. Fang vom 13. 7. 35. 














 Versuchs-Nr. ~~ und Vor- | Glykogen | Milchsiure Anderung des 
ehandlung o | | ‘ 
iti tad Ae | eo —e 
ee ee ae des des Gly- | Mileh- 
B = Druckmuskel haa | . 
Datum wane Muskel- Muskel- ogen- | saure- 
: Einwirkungsdauer -" ‘chtes | Sehaltes | gehaltes 
1939 von 300 Atm. gewichtes | gewichtes in mg | in mg 
25 A 597 10 oe ae 
(83) 24.7 B 1 Min. 603 22 bili a 
26 A 894 40 oe ae 
84) 24.7 B 5 Min. 875 87 il: ta 
27 A 904 38 F | 
85) 24. 7. B 10 Min. 908 57 oi Mes 
28 A 894 29 "soe 
F (36) 26.7. B 20 Min. 897 99 or 
; 8629 A 954 41 cae 
F (87) 26. 7. B30 Min. 881 135 =) 














Tabelle 4. 
Einflu8 von 500 Atm. Druck auf den Glykogen- und Milchsiiuregehalt. 
Herbst-Winter-Temporarien. 














fersuchs-Nr. ec ogg Glykogen Milchsiure Anderung des 
(Protokoll- _ aie in mg-°/,} in mg-"/, 
“tg A = Vergleichsmuskel ‘Tey - 
Nr.) des des Gly- Milch- 
B = Druckmuskel ei i 
Datum Einwirkungsdauer Muskel- Muskel- ar aes 
or ¥" ewichtes}] gewichtes gehaltes | gehaltes 
30 ge a ot ty cee Oe 20 « Bt ae 4 
(44) 5.2 B 3 Sek. in Paraffin 2091 28 - 7 7 
31 ees 9 ae 
(43) 5.2 B 10 Sek. in Paraffin | 2069 51 sal, ai 
82 rr Sears 2174 12 182 | 4 82 
p(42) 5.2. B30 Sek. in Paraffin 2042 94 = 3 i 
33 ae ae ak te 2377 14. ” ve 
(41) 29.1 B 1 Min. in Paraffin 2083 139 “7 | Cs liaaaes 
F 34 oye: 12 spill, , 
£40) 29, 1. B38 Min. in Paraffin 1813 205 a ata 
F385 a 12 - ‘ 
B(39) 22.1, B_ 5 Min. in Paraffin 1661 305 wacis +506 
aR x. 1926 10 
Ri 0,3 mg = 3 °/,) : 
46) 6, 2, b , q (V, _ 10 _ > 
{ ‘ B 5 Min. in Ringer- 1678 166 - — 
lésung (9 mg = 5 °/,) 
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Tabelle 4 (Fortsetzung). 









Versuchs-Nr. 


(Protokoll- 
Nr.) 


Datum 


> 
@ 
—_ 
bo 
bo 


41 
(88) 26. 


oo | 


42 
(50) 25. 


bo 


43 
(49) 12. 2. 


44 
(51) 25. 


bo 


45 
(45) 5. 


ro 


46 
(52) 25. 


bo 


AT 
(53) 25. ¢ 


bo 
. 





Muskel und Vor- 
behandlung 


A = Vergleichsmuskel 
B = Druckmuskel 


Einwirkungsdauer 
von 500 Atm. 


B 


7 Min. ' 


8 Min. 


1 0 Min. 


10 Min. 


10 Min. 


12 Min. 


15 Min. 


18 Min. 


20 Min. 


25 Min. 


30 Min. 


in Paraffin 
in Ringer- 

losung 

in Paraffin 
in Ringer- 
lésung 

in Paraffin 


in Ringer- 
lésung 


in Ringer- 
lésung 


in Ringer- 
losung 


in Paraffin 


in Ringer- 
lésung 


in Ringer- 
lésung 





Glykogen 
in mg-°/, 
des 


Muskel- 


gewichtes 








Milchsiure 
in mg-*/, 
des 
Muskel- 
gewichtes 


236 
13 

(1 mg = 8 °/,) 
247 


¢ oe a) 
(13 mg = 5 °/)) 


25 
261 
29 
(4 mg = 14 °/,) 
284 
(16 mg = 6 */.) 


29 
291 


20 

(2 mg = 10 °/,) 
212 

(17 mg = 8 °/,) 


12 
(1,2mg=10°/,) 
290 
(19 mg = 7 °/,) 


27 
(4 mg = 15 °/)) 
302 
(31mg = 10°/,) 


26 
388 


16 
(3 mg = 19 "le 
324 
(35mg = 11°/)) 
17 
(4 mg = 24 °/)) 
357 
(44mg = 12°/,) 





Anderung des 


Gly- | Mileh 
kogen | giiure. 
gehaltes | gehalte 
in mg | in mg 
— 235 + 234 
— 23h 
— 340 +25 
— | +20 
| 
—324 | +19 
— 342 +278 
— 602 +27) 
— 364 + 362 
— 527 +-308 
| 
— 641 +34 
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rung deg 
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+ 234 


+ 25) 


+262 


+192 


+340 
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langsamer und von der 5. Minute ab kontinuierlich ansteigend 
verliuft und von einer Milchsiurebildung begleitet ist, die hier, 
bei 500 Atm. Druck, im Gegensatz zum Verhalten der Milchsiiure 
bei 300 Atm., an Umfang stets merklich geringer ist (auBer in 
Versuch 37 und 43), als dem verschwundenen Glykogen entspricht. 
Aber selbst nach 20 Minuten Druckeinwirkung von 500 Atm., die 
ga einer schweren Schidigung des Muskels, zu Unerregbarkeit 
und stairkster irreversibler Kontraktur fiihren, ist das glykolytische 
Vermégen an sich noch erhalten, und auch die Quote der aus 
dem verschwundenen Glykogen gebildeten Milchsiiure und damit 
natiirlich auch die Quote der beim Glykogenabbau noch nicht 
bis zur Milchsiiure umgewandelten Zwischenkohlenhydrate ist an- 
nihernd konstant geblieben. 

Wie man ferner sieht, liegen die in dieser Versuchsreihe 
cefundenen Glykogen-Ruhewerte wesentlich héher als in den Ver- 
suchen der Tab. 3; es handelte sich hier um Winter-T'emporarien, 
bei den Versuchen der Tab. 3 dagegen um Sommer-Esculenten; 
ebenso besteht in den Milchsiiure-Ruhewerten der charakteristische 
Unterschied zwischen Sommer- und Wintertieren, die Sommer- 
Esculenten zeigen einen durchschnittlich héheren Milchsiiure-An- 
fangsgehalt. DaB an sich der hohe Glykogengehalt der Winter- 
frésche nicht die Ursache der ungleich stirkeren Milchsiurebildung 
bei Kinwirkung von 500 Atm. Druck ist, zeigt Versuch 41, der 
an einer Sommer-Esculente der gleichen froschsendung angestellt 
wurde, die zu den Versuchen der Tab. 3 Verwendung fand. Die 
Milchséurebildung betrug hier 262 mg, reiht sich in ihrer GréBen- 
ordnung ausgezeichnet in die Versuche der Tab. 4 ein und ist 
wesentlich gréBer als die in dem entsprechenden Versuch 27 der 
Tab. 3 (Druckeinwirkung 10 Minuten) beobachtete von nur 19 mg. 
Inwieweit eine Milchsaéurenachbildung wihrend der Herausnahme 
der Muskeln aus dem DruckgefaiB erfolgt, konnte bisher wegen der 
Schwierigkeit, einen Muskel im DruckgefaiB rasch mit fliissiger 
Luft zu durchfrieren, nicht geklirt werden. 

In einigen der in Tab. 4 mitgeteilten Versuche wurden ferner 
die Vergleichs- und die Druckmuskeln nicht in fliissigem Paraffin 
aufbewahrt, sondern in 15 ccm Ringerlésung, von denen an- 
schlieBend 10 ccm gleichfalls auf Milchsiure analysiert wurden. 
Die vom Muskel jeweils an die 15 ccm Ringerlésung abgegebene 
Milchséure, berechnet in mg-°/, des Muskelgewichtes, ist bereits 
in den Milchsiurewerten dieser Tabelle enthalten, ist aber in 
Klammern jeweils daruntergesetzt unter gleichzeitiger Angabe, 
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wieviel Prozent diese Milchsiiure von der Gesamt-Milchsiure aus. 
macht. Der Vergleichsmuskel wie der Druckmuskel geben mit 
steigender Versuchsdauer prozentisch gréBere Milchsiuremengen 
ab, der Vergleichsmuskel betriichtlicher als der Druckmuskel, 
Aber hieraus laéBt sich kaum eine Permeabilitiits-Minderung des 
Muskels bei allseitiger Kompression erschlieBen, da im Druck- 
muskel die Milchsiure kontinuierlich ansteigt und bei ihrer relatiy 
geringen Diffusionsgeschwindigkeit am Ende des Versuches nicht 
annihernd soweit mit der AuBenfliissigkeit im Ausgleich steht 
wie im Vergleichsmuskel, dessen Milchsiure-Anfangsgehalt nur 
eine geringfiigige Steigerung erfahrt. Absolut stieg die Milchsiure- 
abgabe beim Vergleichsmuskel weniger deutlich als beim Druck- 
muskel, insgesamt ergab sich aber kein irgendwie merklicher 
Unterschied im Verhalten der in Ringerlésung und der in 
Paraffin aufbewahrten Muskeln. 

Von weiteren fir die Muskeltitigkeit charakteristischen Reak- 
tionen wurde das Verhalten der Muskelproteine untersucht, die, 
wie friihere Versuche an indirekt elektrisch gereizten Muskeln 
gezeigt hatten 4’), normalerweise bei nachtriglicher Extraktion des 
Muskels in bestimmt zusammengesetzten Puffergemischen eine 
der Spannungsleistung entsprechende und unter aeroben Bedin- 
gungen reversible Léslichkeitsabnahme aufweisen. Diese Léslich- 
keitsabnahme wurde seinerzeit als Ausdruck kolloidchemischer 
Vorginge an bestimmten Muskelproteinen, der Myosinfraktion, 
gedeutet. Auch bei der Kompressionsverkiirzung kommt es, wie 
die Versuche der Tab. 5 und 6 zeigen, zu dieser Léslichkeits- 
abnahme, die aber bei Einwirkung von 300 Atm. Druck erst nach 
30 und 40 Minuten Versuchsdauer deutlich wird. Bei 500 Atm. 
Druck sind die Léslichkeitsinderungen ungleich stirker; bereits 
nach 5 Minuten Kompression (vgl. Vers. 58) ist 1/, des primir 
léslichen EiweiBes unliéslich geworden, und selbst zwischen der 
10. und der 40. Minute (vgl. Vers. 63), zu einer Zeit, in der der 
Muskel bereits schwer geschidigt ist, schreitet dieser kolloid- 
chemische ProzeB weiter fort. Die Versuche 58—63 zeigen auBer- 
dem, da auch nach einer 40 Minuten wahrenden Kompression 
in fliissigem Paraffin der Trockensubstanzgehalt des Muskels un- 
verindert bleibt. 

So hatten die bisherigen Versuche ergeben, daB im kompressions- 
verkiirzten Muskel ebenso wie bei der normalen Muskelkontraktion 
das Phosphokreatin gespalten und das Glykogen zu Milchsdure 
abgebaut wird, daB beide Vorgiinge nicht nur im Moment des 
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Tabelle 5. 
EinfluB von 300 Atm. Druck auf die Léslichkeit der Muskelproteine. 


Herbst-Temporarien. Fang vom 7. 10. 35. 











Versuchs-Nr.} Muskel und Vor- Léslicher Stickstoff Anderung ; 
(Protokoll- behandlung im */, —- oe 
Nr.) A = —— des Muskelgewichtes : 
Datum — k k a ee im Muskel B, 
1935 B = Druckmus el Gesamt- Rest- | KiweiB- ber. auf A in ° P 
48 ee oe 1,724 | 0,285 1,439 0 
(97) 15.10. | B 2 Min. Druck 1,730 | 0,291 | 1,439 
49 ee 1,746 | 0,292 1,454 ae 
(99) 15.10. | B 5 Min. Druck 1,656 0,283 1,373 _ 
50 ee oe 1,646 | 0,321 | 1,325 — 
(103) 18.10. | B 10 Min. Druck | 1,627 | 0,318 1,309 ‘ 
51 es Std Se ew 1,549 | 0,326 | 1,223 er 
(100) 17.10. | B 10 Min. Druck | 1,597 | 0,322 1,275 si 
52 OO ge 6 eg es 1,536 | 0,815 | 1,221 an 
(102) 18.10. | B 20 Min. Druck | 1,535 | 0,307 1,228 (es. 
58 ore 1,505 | 0,810 | 1,195 ~ 65 
(101) 17.10. | B 30 Min. Druck | 1,422 | 0,305 | 1,117 9 
54 ; ee eee 1,701 | 0,307 | 1,894 148 
(98) 15.10. | B 40 Min. Druck | 1,501 0,306 1,195 








Hubes, sondern auch im dauerverkiirzten Muskel — analog ihrem 
Verhalten im tetanisch verkiirzten Muskel —- weiter verlaufen, und 
daB auch der Umfang der Phosphokreatin-spaltung und der Milch- 
siurebildung von der Reizmenge sowohl beziiglich der Druckhéhe 
wie der Druckdauer abhingig sind. Ferner zeigte sich, daB analog 
dem Verhalten des Muskelstoffwechsels bei elektrisch ausgeléster 
Ttigkeit der Phosphokreatin-zerfall zu einem fritheren Zeitpunkt 
einsetzt als der Glykogenabbau; ein Kompressionsreiz von 300 Atm. 
Druck, der den Glykogengehalt des Muskels kaum oder nur gering- 
fiigig beeinfluBte, fihrte schon zu erheblichem Phosphokreatin- 
zerfall. Und schlieBlich zeigte sich, daB auch die physikochemischen 
Prozesse, gemessen an der Lislichkeitsabnahme der Muskelproteine, 
im kompressionsverkiirzten Muskel in der gleichen Richtung ver- 
laufen wie im elektrisch gereizten Muskel und ebenfalls von der 
ReizgréBe abhiingig sind. 

Wir fragten uns nun, ob noch weitere Analogien im Stoff- 
wechsel, vornehmlich im Stoffwechsel der verschiedenen Phos- 
phatfraktionen des Muskels, bei der Kompressionsverkiirzung 








H. J. Deuticke und U. Ebbecke, 





Tabelle 6. 
Kinflu8 von 500 Atm. Druck auf die Léslichkeit der Muskelproteine. 
Temporarien. Fang vom April 1935. 





























Versuchs-Nr.| Muskel und Vor- |Tyocken-| Léslicher Stickstoff d Anderung 
(Protokoll- behandlung in °/ er Loslichky 
f substanz- ai, des Eiweif 
Nr.) A = Vergleichs- ehalt | des Muskelgewichtes stickstoff 
Datum B ene k ] :. 0/ ~ ey ig ees, im Muskel } 
1935 = Druckmuske 10 Gesamt- Rest- Eiweib- ber. auf A in! 
55 a anar uetlia ak us ~ 1,248 | 0,322 | 0,926 ‘es 
(60) 14.5 B30 Sek. Druck “ 1,237 | 0,316 | 0,921 wl 
56 sc mr eee i oe 1,216 | 0,310 | 0,906 - 
(59) 14.5 B 2 Min. Druck 1,187 0,305 | 0,882 es 
57 DS cS ee Wid: ane 1,392 | 0,329 | 1,063 si 
(58) 14.5. | B 3 Min. Druck — 1,301 | 0,322 | 0,979 , 
58 I a Tea i th 20,49 | 1,418 | 0,288 | 1,130 - 
(56) 7.5. B 5 Min. Druck 20,38 1,170 | 0,281 | 0,889 nee 
59 ee ee a 20,70 | 1,599 | 0,299 | 1,300 or 
(55) 7.5. B 10 Min. Druck | 20,55 1,256 | 0,293 | 0,963 ” 
60 er ee eee 19,96 1,433 | 0,303 1,130 9} 
(54) 7.5. B 20 Min. Druck 20,08 1,194 | 0,305 | 0,889 si 
61 Ds jeetes eee ea 18,93 | 1,248 | 0,805 | 0,938 ate 
(57) 14. 5. B30 Min. Druck 18,96 1,072 | 0,802 | 0,770 ” 
62 a ee 18,68 | 1,306 | 0,389 | 0,967 willis 
(61) 21.5. | B 40 Min. Druck | 19,24 | 1,056 | 0,821 | 0,735 sie 
63 B, 10 Min. Druck 19,78 1,203 | 0,331 | 0,872 ‘ia: as 
(62) 21.5. | B, 40 Min. Druck | 20,22 | 1,116 | 0,322 | 0,794 i‘: 


einerseits, der elektrisch ausgelésten Muskelkontraktion anderer- 
seits bestehen. 

Das anorganische Phosphat, das wir im Schenckfiltrat 
bestimmten, das somit, wie bereits oben erwihnt, die Summe von 
wahrer anorganischer und Phosphokreatin-phosphorsiure umfabit 
(sog. ,direkt bestimmbares Phosphat“), bleibt unter Einwirkung 
von 300 Atm. Druck, wie die Versuche der Tab. 7 zeigen, in der 
Muskulatur von Sommer-Tieren (Versuch 64—70) und Winter- 
Tieren (Versuch 71—78) auch bei 30 Minuten Versuchsdauer 
praktisch unverindert. 

Druckerhéhung auf 500 Atm. (vgl. Tab. 8) fiihrt im Muskel 
von Sommer-Esculenten (Versuch 79—85) erst nach 30 Minuten 
zu einer sicher auBerhalb der Fehlergrenze liegenden Vermehrung 
des ,,anorg. Phosphates“, bei kiirzerer Versuchsdauer bleibt trotz 
der oben beschriebenen starken Anderungen im Glykogen-Milch- 
siiuregehalt, im Phosphokreatin-gehalt und im kolloidchemischen 

























eine, 


Anderung 
tr Léslichks 
es Kiweif. 
stickstoff: 
| Muske] } 


r. auf A ip! 


— (5 


erer- 


itrat 
> VON 
afaBbt 
kung 
der 
nter- 
auer 


iskel 
uten 
ung 
rotz 
Ich- 
hen 








Chemische Vorginge bei der Kompressionsverkiirzung des Muskels. 9] 


Tabelle 7. 


EinfluB von 300 Atm. Druck auf die ,,anorganische Phosphorsiure“. 


Versuche 64—70: Sommer-Esculenten (Fang vom 25. 6. 35). 
Versuche 71—78: Herbst-Winter-Temporarien. (Fang vom 26. 10. 36). 








Versuchs-Nr. Einwirkungs- | ,,Anorganische H,PO,“ | Anderung der 

dauer in mg-"/, anorg. H,PO, 

(Protokoll-Nr.) von 300 Atm.{| des Muskelgewichtes |im Muskel B, 

Druck ee ber. auf A 
Datum auf Muskel B] Muskel A | Muskel B in %/, 
63) 4.7. 85 fy Min. 344 345 +0,8 
) . » Oe 
(64) y - _ 355 357 +0,6 
(65) 5.1 35 3 362 365 +1,0 
(66) ag 35 Soy 360 308 — 0,6 
is a - 10 339 344 +1,4 
(68) af 35 20 366 366 -0 
(69) ag 35 30 385 382 «19 
a oS eee ; 

167) 3.11. 36 (9 me O04 SLi +3,1 
hag 308 : 
(168) 3.11. 36 1 30! 306 0,7 
(164) 30. 10. 36 By 307 311 +1,3 
74 , a | ; 
(165) 80.10. 36 * 2 326 330 +1,2 
75 
(166) 30.10. 36 10, 306 311 +1,6 
76 | . 
(169) 3.11. 36 20» 308 309 +0,3 
(170 A) 10 11. 36 30 304 294 —3,3 
78 30 283 | 298 +5 3 
(170 B) 10. 11. 36 — e ab. } 3 ; 











Zustand der Proteine die ,anorg. Phosphorsaiure“ unbeeinfluBt. 
Bei Verwendung von Winter-Temporarien (Versuch 86—100) ist 
gleichfalls nach laingerer Druckeinwirkung, 20 und 30 Minuten 
(vgl. Versuch 97 und 98), eine Vermehrung von ,,anorg. Phosphat“ 
zu beobachten, aber bei kurzer Versuchszeit bleibt hier der Phos- 
phatgehalt nicht konstant, sondern ,,anorg. Phosphat“ verschwindet, 








Versuche 79—85: 
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Tabelle 8. 


Sommer-Esculenten (Fang vom 25. 6. 39. 








Kinflu8 von 500 Atm. Druck auf die ,,anorganische Phosphorsiure“. 


Versuche 86—100: Herbst-Winter-Temporarien. (Fang vom 20. 10. 34). 







































Versuchs-Nr. 


(Protokoll-Nr.) 
Datum 

79 

(70) 10.7. 35 
80 

(71 A) 16.7. 35 
81 

(71 E) 19.7%. 35 
82 

(71 D) 19.7%. 35 
83 

(71) 10.7. 85 
84 

(71 B) 16.7. 35 
$5 


(71 C) 16. 


ag —_ 


“1 
| oo 
| OF 


86 

(10) 13.11. 34 
87 

(19) 26.11. 34 
88 

(11) 18.11. 84 
89 

(12) 13.11. 34 
90 

(29) 7.12. 34 
91 

(9) 5.11. 34 
92 

(5) 31.10. 34 
93 

(20) 26.11. 34 
94 

(27) 4.12. 34 
95 

(21) 28.11. 34 
96 


(28) 4.12. 34 











Einwirkungs- 
dauer 
von 500 Atm. 
Druck 
auf Muskel B 


1 Min. 
. «= 
Pus 

. w& 
© 
20 
30 


1/ Wy 
/, Min. 


a 
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3 9? 
S ) 
3 ) 
od , 
3D ” 

10 

10 





, Anorganische H,PO,“] Anderung der 


des M 


Muskel A | Muskel B 


in mg-°/, 


uskelgewichtes 


360 356 
350 367 
307 323 
3D7 363 
315 315 
361 376 
387 425 
331 280 
280 232 
311 262 
317 271 
304 273 
292 263 
314 291 
281 269 
291 283 
294 290 
295 301 
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*) Die Muskeln wurden nicht in Paraffin, sondern in Ringerlésung auf bewabrt. 
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Tabelle 8 (Fortsetzung). 





ee —— os 








Versuchs-Nr. Einwirkungs- |{,,Anorganische H,PO,“|Anderung der 
dauer in mg-°/, anorg. H,PO, 
(Protokoll- Nr.) von 500 Atm. des Muskelgewichtes | im Muskel B, 
Druck es eke ber. auf A 
Datum auf Muskel B_ | Muskel A  Muskel B in %, 
ws 20 Min. 317 345 4. 88 
22) 28.11. 34 + 8,8 
98 _ a 
31) 11.12. 34 ys 296 323 + 9,2 
99 3 Min. auf 5, . 
286 58 
2) 30.10. 34 . «<a 256 304 + 6,3 
100 oS « ~ ” 218 ‘ 
(6) 31.10. 34 5 ~~ 250 316 + 13,1 











und eine schwer spaltbare Phosphorsiiure-Verbindung wird gebildet. 
Das Maximum dieser Synthese ist nach einer Minute bereits er- 
reicht, vielleicht schon iiberschritten; nach 3 Minuten betriigt die 
Abnahme im Mittel nur noch 9°/, (Versuch 90—92), dann steigt 
der Gehalt des Druckmuskels an ,anorg. Phosphat“ weiter an, 
und nach etwa 10 Minuten Kompression ist der Ausgangswert 
erreicht. Dieser Wiederanstieg wird durch die Versuche 99 und 100 
bestiitigt, in denen der eine Muskel (B,) jeweils 3 Minuten, der 
azweite (B,) 5 bzw. 10 Minuten einem Druck von 500 Atm. aus- 
gesetzt waren und in denen der liinger komprimierte Muskel stets 
einen héheren Phosphatgehalt aufwies*). 

DaB durch weitere Steigerung des Druckes bis auf 1500 Atm. 
ein noch starkeres Verschwinden von ,,anorg. Phosphat“, und zwar 
auch in der Muskulatur von Sommer-Tieren, erzwungen werden 
kann, zeigen die Versuche der Tab. 9. Hier sind nach 3 Minuten 
Versuchsdauer bis zu 25°/, der ,anorg. H,PO,“ in eine schwer 
spaltbare Phosphorsiureverbindung iibergegangen, auch hier ist 
dieser ProzeB reversibel, und aus der Phosphatzunahme in den 
Versuchen 104 und 105 ergibt sich, daB selbst 1500 Atm. Druck 
wihrend 10 Minuten den Muskelstoftwechsel keineswegs zum Er- 
lischen bringen. 

*) In einem auch hier vorgenommenen Kontrollversuch (Prot.-Nr. 4, 
30, 10. 1934), in dem beide Muskeln gleichzeitig wihrend 3 Minuten einem 
Druck von 500 Atm. ausgesetzt waren und der eine 45 Sekunden, der zweite 
225 Sekunden nach Aufhéren des Druckes in fliissige Luft versenkt wurde, 
zeigten beide Muskeln bei einem Phosphatgehalt von 286 bzw. 279 mg-°/, 
keinen auBerhalb der Fehlergrenze liegenden Unterschied, so da8 auch hier 


die wihrend des Herausholens des Muskels aus der Druckbombe etwa er- 
folgenden Umsetzungen vernachlissigt werden kénnen. 








EinfluB von 1500 Atm. Druc 
Sommer-Temporarien. 
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Tabelle 9. 


Fang vom 5. 6. 36. 






k auf die ,,anorganische Phosphorsiure“. 




























Versuchs-Nr. 
(Protokoll-Nr.) 


Datum 
1936 


101 


(144) 16.6. 


102 


(145) 16. 6. 


103 


(146) 16. 6. 


104 


(147) 16.6. 


105 


(148) 16. 6. 





Einwirkungs- 
dauer 


von 1500 Atm. 


Druck 
auf Muskel B 


1 Min. 


a5 
~~ 


er 


10 


20 





Anorganische H,PO,“ 


in mg-°/, 


301 


336 
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In Fig. 1, auf die schon mehrfach hingewiesen wurde, ist 
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—>Ze// der Druckeinwirkung in Min. —» 


Fig. 1. 
Kinflu8 von 300, 500 und 1500 Atm. Druck auf die ,,anorganische‘‘ und Phosphokreatinsiure. 


der Zusammenhang zwischen Phosphokreatin-spaltung und Ver- 
halten der ,,anorg. H,PO,“ in Abhingigkeit von der Druckhihe 


und der Druckdauer wiedergegeben. Aus dem Kurvenverlauf ist 
ersichtlich, daB die Phosphokreatin-spaltung nicht der Dauer der 
Druckeinwirkung parallel verliiuft, sondern daB etwa zu einem 
Zeitpunkt, in dem das zunichst verschwundene anorg: Phosphat 
wiedererscheint, das Phosphokreatin verzégert abgebaut wird. 


Bei der engen Verkniipfung, die den Stoffwechsel der ver- 


schiedenen Phosphorsiureverbindungen des Muskels kennzeichnet 
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rE. Lehnartz”*” ©), K. Lohmann®5)], die vor allem durch die 
neueren Forschungsergebnisse auf dem Gebiet des intermediiiren 
Kohlenhydratstoffwechsels in der Muskulatur bestiitigt wurde*), 
stehen dem bei allseitiger Kompression verschwindenden ,,anorg. 
Phosphat“ verschiedene Wege offen. Nach kurz dauerndem 
‘'etanus wiesen Embden, Heffter und Lehnartz?*) in Ver- 
suchen, in denen der eine Muskel belastet, der andere unbelastet in 
fliissige Luft versenkt und damit einem Kiltereiz ausgesetzt wurden, 
als einen Weg, auf dem unter diesen Bedingungen anorg. Phos- 
phat verschwinden kann, die Synthese von Pyrophosphat (oder 
Adenylpyrophosphat) im Kontraktionsaugenblick nach. Jedoch ist 
dieser Vorgang sehr rasch reversibel; vielleicht schon wihrend, 
bestimmt kurz nach der Erschlaffung wird das Pyrophosphat wieder 
aufgespalten?*), und Lohmann, der diese Pyrophosphat-synthese 
im Kontraktionsaugenblick nicht bestitigen konnte und sie aus 
thermodynamischen Erwagungen heraus auch fiir wenig wahr- 
scheinlich halt?®) — er glaubt, daB die Adenylpyrophosphorsiure 
zu einem sehr friihen Zeitpunkt der Kontraktion dephosphoryliert 
und auf Kosten zerfallenden Phosphokreatins resynthetisiert wird ?°) 
— fand, daB bei langerer Reizung des Muskels sein Pyrophosphat- 
gehalt abnimmt. Somit ist das Verschwinden von anorg. Phos- 
phat nach lingerer, unter Umstinden sogar erschépfender 
tetanischer Reizung eines Muskels [L. Irving*!), H. A. Davenport 
und J. Sacks*’)] keineswegs mit einer Pyro- oder Adenylpyro- 
phosphat-synthese zu erkliren; hier handelt es sich vielmehr um 
die Synthese von Hexosemonophosphat, die P. und G. P. Eggle- 
ton*’) sowie K. Lohmann?® *4) indirekt, D. Wilhelmi*) und 
G. Kraft**) an glykogenreichen Muskeln nach ermiidender Reizung 
direkt nachwiesen, die aber, worauf Embden [G. Embden und 
H. Lawaczeck*’), G. Embden und H. J ost}")] des éfteren hin- 
wies, eine Lactacidogen-spaltung im Kontraktionsaugenblick 
nicht auszuschlieBen braucht. 

Mit diesen, am belasteten und am tetanisch gereizten Muskel 
gewonnenen Ergebnissen, d. h. einer Pyrophosphat- und einer 
Hexosemonophosphat-synthese, stimmen unsere Befunde am kom- 


_ pressionsverkiirzten Muskel weitgehend iiberein. 


Das Pyrophosphat, das wir, um eine etwaige Hexosediphos- 
phat-bildung rechnerisch, auszuschalten, nach Lohmann’*) als 
Differenz des Sofort-Wertes der anorg. H,PO, und des 7 Minuten- 


_ Hydrolysenwertes, vermindert um die Differenz des 7 Minuten- und 


' 


30 Minuten-Hydrolysenwertes, errechneten, steigt, wie die Versuche 
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der Tab. 10 zeigen, bei kurzer, im Héchstfall 8 Sekunden wahrender 
EKinwirkung von 500 Atm. (Versuche 106—108) und von 800 Atm. 
Druck (Versuche 116—118) aufer im Versuch 106, an. Gleich- 
zeitig nimmt der Gehalt des Muskels an ,anorg. H,PO,“ ab, je- 
doch besteht zwischen der Abnahme der anorganischen und Zu- 
nahme der Pyrophosphorsaure (in mg) kein bestimmtes Verhiltnis; 
meist, aufer im Versuch 108, iiberwiegt die Verminderung der 
anorg. H,PO,. Im Versuch 106, dem ersten Versuch dieser Tabelle, 
weisen nach einer 3 Sekunden wihrenden Kinwirkung von 500 Atm. 
Druck weder die anorganische noch die Pyrophosphorsiure eine 
Anderung auf, wir glauben aber weniger, daB hier der Reiz zu 
schwach war, als daB weitgehende Restitution bereits wihrend 
der Herausnahme des Muskels aus dem DruckgefaB erfolgte; denn 
dieser Muskel, der den Reiz von 500 Atm. Druck mit einer starken 
Verkiirzung beantwortet hatte, zeigte bei der Entnahme aus der 
Druckbombe keinerlei Verkiirzungsriickstand und unterschied sich 
auch in der Konsistenz nicht von seinem Vergleichsmuskel. 

Das Maximum der Pyrophosphat-bildung findet sich bei 
500 Atm. Druck nach 8 Sekunden Kompression (Versuch 108); bei 
800 Atm. sind 3 Sekunden Druckeinwirkung bereits ein geniigend 
starker Reiz zu einer nachweisbaren Pyrophosphat-synthese 
(Versuch 116) — hier wies der Muskel bei der Entnahme auch 
einen Verkiirzungsriickstand auf — und das Maximum ist bei 
800 Atm. Druck nach 8 Sekunden bereits iiberschritten. 

Langere Kompressionsdauer fiihrt in beiden Versuchsreihen 
zu einem Wiederabsinken des Pyrophosphat-gehaltes, und zwar unter 
den Ausgangswert, bei dem stairkeren Reiz von 800 Atm. unter 
Beriicksichtigung der Versuchszeiten stets in betriachtlicherem 
Umfang als bei 500 Atm. Druck. Aber die ,anorg. H,PO,“ nimmt 
trotz der Pyrophosphat-aufspaltung zwischen der 8. und 20. Sekunde 
weiter ab, selbst nach 3—5 Minuten ist sie in den Versuchen 121 
und 122 trotz starken Pyrophosphat-zerfalls gegeniiber dem Ver- 
gleichsmuskel noch vermindert, und erst nach 10 und 20 Minuten 
Kompression steigt sie iiber den Ausgangswert an. 

Diese gesamten Anderungen an den Phosphatfraktionen voll- 
ziehen sich in dem saureldslichen Anteil. Ein Ubergang von 
urspriinglich léslicher Phosphorsiure in unlésliche Phosphorsiure, 
die nach den Untersuchungen von K. Sorg*§) mit der Phosphatid- 
H,PO, im wesentlichen identisch ist, oder auch das Umgekehrte 
erfolgt selbst nach 20 Minuten Einwirkung von 800 Atm. Druck 
nicht; der Betrag an Gesamt-léslicher H,PO, bleibt in den 8 Ver- 
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Einflu8 von 500 und 800 Atm. Druck auf die ,,anorganische Phosphorsiure“ 
und Pyrophosphorsdiure. — Herbst-Winter-Temporarien. 


























Muskel A Muskel B Anderung 
yersuchs-Nr.| Einwirkungs- | H,PO, in mg-°/, des} H,PO, in mg-°/, des] ~ der 
: d Muskelgewichtes Muskelgewichtes 
Protokoll- alan Akg aceon ma ~~ anorg.| Pyro- 
Nr.) 500 u. 800 Atm. | ,,Anorg.“ ls »Anorg.* | |H,PO, H,PO, 
Dat Druck : | & | *® |e ra eir-ls q a im Muskel B, 
— auf Muskel B | 2iaeiag | POs!  Sl\aeic |L lO 8] ber. auf A 
Qf i) 2; 9 =" 3 o 4 Ye = = P 0/ 
1936 BD | ~ % nl WD = % D in "/o 
vs) 14.19, | 3 Sek- 500 Atm. | 285 358 367/62 — | 285361375 62) —|+0 + 0 
vod i ait | | 
Pag iz, | > » 500 ., [802376394 56 — | 286370385 69) — | — 5,5 +232 
a se} ae 296 358 37446 — | 283 357 367 | 64 ~ 4,4 +391 
By: io, | 20 ,, 500 ,, [296367381 57) — | 251320333|56 — | —15,2\ — 1,8 
4) 6.11, | 1 Min. 500 Atm. | 313 398 421 | 62 550 | 288 364/383 61/552] — 9,6 — 1,6 
— ; | | , ft | 
“1 3.11, | 1 » 300 ,, |804398 413/79! — |272'360876/|72| — | -10,5 - $9 
- 314, | 3 » 300 ,, 1803396 409/80) — | 296 378 397/68, — | — 2,3 -21,3 
<6) 10.11, | 5 + 500. | 294378 402 60 | 547| 297 367,387/|50 541] + 1,0 —16,7 
a iti eaie i | | | | 
a a « 303 392 405 | 76 538 | 327/385 400/43 531] + 7,9 —43,4 
s) 17.11, | 20 » 300 ,, [8033981408 | 75 | 523 | 338/386 397/37 | 528 | +11,6, 50,7 
: ——1— So aes 
hos) 14.19, | 3Sek. 800 Atm. | 290 3673884 60 — 258|898 850/68) — | —111 +133 
a. 286/351 366 50 — | 247,323,336 63) — | —13,7 +260 
} e . | | } 
| | | 
0) 14.12, | 8 » 800 ,, | 298 369)380 | 65| — | 232809318 |68; — | -20,8 + 4,6 
9) 119, | 20 » 800 ,, | 298'378/393 | 70) — 2921293 312 62) — | —24,2| -25,7 
- ia. | 
‘ | 1 | 
15) 0.11, | 1 Min. 800 Atm. | 292 882.400 | 72 | 541 | 257/329 350 51/538] —12,0 —29,2 
‘oe ee 292/878 389 |75| -—- |277/827387/40 — | — 5,2 —46,7 
99 | } 1] | } jo . ~ 
Mm 1o.u. | 3 » 800, |815'398 418 | 68 | 547] 286/350 367 46/551] — 9,2 —27,0 
; | | 
- -_ ‘“ 
$0) 17.17, | 10 » 800 ,, |280/872'885 79/511] 347/358 365 4/518] +23,9 —95,0 
5) | i | | 
82) 17.11, | 20 » 800 ., |305/396412 75 539] 356383389 21/545]+ 16,7 —72,0 
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suchen, in denen er fiir beide Muskeln ermittelt wurde, praktisch 
gleich. Kine Phosphokreatin-synthese ist auszuschlieBen, da die 
Phosphokreatin-phosphorsiure in der Fraktion der anorganischen 
H,PO, mit enthalten ist und das Phosphokreatin, wie nachgewiesen, 
unter Kinwirkung von 500—800 Atm. Druck weitgehend abge- 
baut wird. 

Vielmehr ist die trotz Pyrophosphat-zerfalls erfolgende Ver- 
minderung des anorg. Phosphates auf die Bildung einer schwerer 
hydrolysierbaren org. Phosphorsiiureverbindung zuriickzufihren, 
die schon mit der Pyrophosphatvermehrung einsetzt (vgl. die 
Hydrolysenkurven der Fig. 2), die bei absinkendem Pyrophosphat- 
gehalt zunichst noch zu-, dann abnimmt, aber nach 10 Minuten 
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Hydrolysenkurven: - - Vergleichsmuskel, +» — —- Druckmuskel. 


Druckeinwirkung immer noch nachweisbar ist. Die Menge des 
Syntheseproduktes ist dabei abhiingig von der ReizgréBe; bei gleicher 
Einwirkungsdauer fiihren, wie aus der Gegeniiberstellung der 
6 Hydrolysenkurven ersichtlich ist, 800 Atm. zu einer stirkeren 
Synthese als 500 Atm. Druck. 

Als zweites Syntheseprodukt bei der Kompressionsverkiirzung 
wurde wie bei langerem Tetanus Hexosemonophosphat (Lacta- 
cidogen) ermittelt (vgl. die Versuche der Tab. 11). Wenn auch 
die hier verwandte Bestimmungsmethode fiir Lactacidogen nach 
Embden und Jost}") nicht ganz streng spezifisch ist, sondern 
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Tabelle 11. 

Einflu8 von 500 und 800 Atm. Druck auf die Lactacidogen-H,PO, 

und die ,,anorganische H,PO,“. 
Herbst-Winter-Temporarien. 
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| Muskel A Muskel B Anderung der 
Versuchs-Nr.| Einwirkungs- pene : Lactaci- 
a Lactaci-' 4 Lactaci- \ d weg anorg. 
Protokoll- auer von dogen- Anorg. dogen- Anoreg. — H.PO 
Nr) 500 u. 800 Atm.} HPO, HsPO,] H,PO, HsPO,| HsPO. idl 
Datum nn in mg-*/, in mg-°/, Ror cnoripe iA 
ere auf Muskel B | des Muskel- | des Muskel- Dea, 
1936 = | gewichtes . gewichtes in mg jin mg in °, 
on 
hye ig, | 5Sek. 500 Atm.} 193 | 297 | 28,9 | 290 | + 96, - 7)/- 2,4 
oF 
1.08) 14 12, [20 » 500 , | 206 | 325 | 62,7 | 265 | +421  —60 -18,5 
O7 
se on i, | 1Min. 500 Atm.] 25,0 310 | 42,0 © 279 | +170 —s1 —10,0 
128 50K 245 9 44.3 27 9 > 9.7 
(183) 23. 11. 1 , 500 ,, 24,5 299 ” 210 +200 —29 — 9,7 
129 , om eee | an 34: wiih : » 
1187) 1.12. D9 » 900 ,, 33,4 319 34,3 ae + 06 -— 8\- 29 
130 er - k poem a i - aii ' P 
(199) 14. 12. 3 Sek. 800 Atm.]| 21,5 32 48,4 266 +269 —57 —17,7 
90) 14.12, 120 » 800 , | 236 | 301 | 634 255 | +398 —46 -15,3 
ns) 23.11. | 1 Mim. 800Atm.] 213 299 | 684 242 | +421 | —57 -19,1 
ie tt, -*, 7 | 300 | 71,27 | 298 | +870 )- 7/- 23 
Re 12, |19 » $00 ,, 25,3 320 34,5 354 + 9,2 +34 +10,6 
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Hexosediphosphat, vielleicht auch Spuren weiterer, etwa im kom- 
pressionsverkiirzten Muskel entstandener Kohlenhydrat-phosphor- 
siuren mit erfaBt, so ist eine irgend in Betracht kommende 


Hexosediphosphat-bildung durch den weitgehend parallelen Verlauf 


der Hydrolysenkurven der Vergleichs- und der Druckmuskeln in 
Fig. 2 auszuschlieBen, und die gefundene Zunahme der Reduktion 
im Mg-Niederschlag kann héchstwahrscheinlich zu ihrem vollen 
Betrag auf eine Lactacidogen-vermehrung bezogen werden. Sie 
beginnt schon nach 3—5 Sekunden Kompression, erreicht nach 
20—60 Sekunden ihr Maximum und nimmt danach wieder ab, 
d.h. zu einem Zeitpunkt, in dem auch die Verminderung des 
anorg. Phosphates (vgl. die letzte Vertikalreihe der Tab. 11) das 
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Maximum iiberschritten hat. Man kénnte einwenden, dab in 
unsern Versuchen der Kaltereiz der fiiissigen Luft im Vergleichs- 
muskel zu einer starkeren Kontraktion und stirkeren Lactacidogen- 
spaltung fihrte als im ,,ermiideten“ Druckmuskel, so daB die 
Unterschiede zwischen Ruhe- und Druckmuskeln in Wahrheit 
nicht ganz so groB wiiren, wie sie in der Tab. 11 angegeben sind, 
Aber diese Frage, die fiir die Entscheidung, ob im Kontraktions- 
augenblick Lactacidogen gespalten wird, von héchster Bedeutung 
ist (G.Embden und H.Lawaczeck?’), G.Embden und H.Jost"", 
K. Lohmann*4), ist hier insofern ohne wesentlichen Belang, als 
die Abhingigkeit der Lactacidogen-synthese von Druckhéhe und 
Druckdauer und damit bei entsprechend hohem Druck ihr friihzeitiger 
Beginn in den Versuchen der ‘T'ab. 11 und in den Hydrolysekurven 
der Fig. 2 iiberzeugend zum Ausdruck kommt. Ob im ersten 
Augenblick der Kompression ein rasch reversibler Lactacidogen- 
zerfall erfolgt, 14Bt sich mit der von uns bisher angewandten 
Methodik wegen der relativ groben Zeitspanne vom Nachlassen 
des Druckes bis zur Fixierung des Muskels in fliissiger Lutt 
nicht entscheiden. 

So bestiitigt das Verhalten der verschiedenen Phosphat- 
fraktionen auch hier die weitgehende Ubereinstimmung im Chemis- 
mus der Kompressionsverkiirzung und der elektrisch ausgelisten 
Muskelkontraktion. Dem von Embden, Heffter und Lehnartz* 
beobachteten Pyrophosphat-aufbau in einem dem Hub zumindest 
sehr nahe liegenden Zeitpunkt entspricht bei kurzer Kompressions- 
dauer eine Pyrophosphat-vermehrung; daran schlieBt sich bei 
lingerer Druckeinwirkung ein Pyrophosphat-abbau. Dafiir, dat 
eine Pyrophosphat-synthese nur vorgetiuscht ist, daB aus der 
Adenylpyrophosphorsiiure im Vergleichmuskel durch das Ver- 
bringen in fliissige Luft Orthophosphat abgespalten wird, im 
Druckmuskel dagegen nicht, hat sich bisher kein Anhaltspunkt 
ergeben. Vielmehr sehen wir in unsern Versuchen eine gewisse 
Bestiitigung der erwihnten Ergebnisse Embdens und seiner Mit- 
arbeiter und halten es fir méglich, daB entsprechend der Ver- 
kniipfung von Adenylpyrophosphat-synthese und Phosphokreatin- 
zerfall [K. Lohmann”), E.Lehnartz}®)] die Pyrophosphat-ver- 
mehrung bei der Kompressionsverkiirzung des Muskels entweder 
durch Abspaltung von anorg. Pyrophosphat aus Adenylpyrophos- 
phorsiiure [vgl. Ferdmann und Feinschmidt*)] und sofortige 
Resynthese der letzteren aus dem Adenylsiiurerest und Ortho- 
phosphat, das bei dem starken Phosphokreatin-zerfall ohnehin 
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zur Verfigung steht, bedingt ist, oder daB entgegen den Fest- 
stellungen Lohmanns”® **) doch geringe Mengen freier Adenyl- 
siure sich im Muskel finden, was bei einem derartigen Inter- 
mediairprodukt das Wabrscheinlichere ist und die von Ferdmann, 
Feinschmidt und Dmitrenko**) inzwischen auch direkt nach- 
gewiesen wurde und mit Orthophosphat aus Phosphokreatin zu 
Adenylpyrophosphat aufgebaut wurde. 

Zeitlich dirfte die Pyrophosphat-vermehrung bei der Kom- 
pressionsverkiirzung linger dauern als beim Tetanus; denn 
Embden, Heffter und Lehnartz?%) fanden in ihren Versuchen, 
daB die Pyrophosphatzunahme auBerordentlich rasch reversibel 
ist, wihrend in unsern Versuchen das Pyrophosphat noch nach 
5—8 Sekunden Druckeinwirkung vermehrt war. Andererseits 
beobachteten sie einen Lactacidogen-aufbau erst bei Pyrophos- 
phat-zerfall, wihrend in unsern Versuchen die Phosphatveresterung 
bereits in einem sehr friihen Zeitpunkt und bei gleichzeitigem 
Pyrophosphat-aufbau begann; sie iiberdauerte aber den beginnen- 
den Pyrophosphat-zerfall um ein Betriachtliches., Inwieweit das 
im kompressionsverkirzten Muskel verschwindende Orthophosphat 
noch in andere organische Bindung iibergeht (vgl. Embden, 
Heffter und Lehnartz) laBt sich auf Grund unserer bisherigen 
Versuche, in denen Pyro- und Hexosemonophosphat an _ver- 
schiedenen Muskeln bestimmt wurde, nicht entscheiden. 

In vielen der in dieser Arbeit mitgeteilten Versuche waren 
die Kompressionszeiten ungewéhnlich lang, so daB die Muskeln 
schwer und irreversibel geschidigt wurden. Nur kurze Druck- 
zeiten von wenigen Sekunden Dauer lassen vollige Restitution 
des Muskels zu und sind als physiologisch zu bezeichnen. Die 
dabei gewonnenen Ergebnisse sind von uns mit den Stoffwechsel- 
vorgiingen beim Tetanus in Beziehung gebracht worden, und 
sicherlich diirfen wir aus der beobachteten zeitlichen Reihenfolge 
der verschiedenen Auf- und Abbauvorgiinge bei der Kompressions- 
verkiirzung ebenso wie aus Versuchen am MuskelpreBsaft und 
Muskelextrakt (Lehnartz, Lohmann) Riickschliisse auf die 
Reihenfolge der bei normaler Muskeltitigkeit sich abspielenden 
chemischen Umsetzungen ziehen. Aber zugleich sahen wir im 
maximal kompressionsverkiirzten Muskel ein Modell fir eine ohne 


jegliche Erschlaffung erfolgende langdauernde Muskelaktion. Der 


Kompressionsreiz wirkt kontinuierlich und unvermindert, auch eine 
teilweise Erschlaffung wie bei linger dauerndem Tetanus bleibt 
bei Anwendung geniigend hoher Drucke aus.  Infolgedessen 
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erscheint uns der Schlu8 berechtigt, daB die simtlichen in diesey 
Arbeit beschriebenen Stoffwechselvorgiinge, obgleich wir sie als 
Restitutionsprozesse ansehen, auch wihrend der Dauer einer maxi- 
malen Verkiirzung des Muskels verlaufen kénnen. 


Zusammenfassung. 


Bei der durch EKinwirkung von mehreren hundert Atmo- 
spharen Druck am Muskel auslésbaren ,,Kompressionsverkiirzung* 
erfolgen die gleichen chemischen Umsetzungen wie bei normaler 
Muskeltiitigkeit: das Phosphokreatin wird gespalten, Glykogen in 
Milchsiure umgesetzt und der physikochemische Zustand von 
Muskelproteinen, gemessen an ihrer Léslichkeitsabnahme, geiindert. 
Die ,,anorganische Phosphorsiiure* (Summe der wahren und der 
Phosphokreatin-phosphorséure) erfihrt bei geeigneter Versuchs- 
anordnung eine Abnahme unter gleichzeitigem Aufbau von Pyro- 
phosphat und Hexosemonophosphat. 


Wie das AusmaB und die Daner der Kompressionsverkiirzung 
nach friiheren Feststellungen von der Héhe und der Dauer des 
Druckes abhingig sind, so auch die Art und der Umfang der 
chemischen Umsetzungen. 300 Atm. Druck, die zu einem raschen 
und weitgehenden Phosphokreatin-zerfall fiihren, lassen den Ge- 
halt des Muskels an Glykogen, Milchsiure und ,,anorg. Phosphor- 
siure* lange Zeit unbeeinfluBt. 500 Atm. Druck lésen dagegen 
einen sehr beschleunigten Phosphokreatin-abbau und eine starke 
Milchsiure-bildung aus. Ebenso ist auch der physikochemische 
Zustand der Muskelproteine bei 500 Atm. Druck wesentlich stirker 
verindert als bei 300 Atm. 


Die Pyrophosphat-synthese ist nur nach kurzdauernder 
Druckeinwirkung nachweisbar, bei lingerer Druckeinwirkung zer- 
fallt das Pyrophosphat, wihrend die Hexosemonophosphat-synthese 
zwar auch zu einem frihen Zeitpunkt einsetzt, ihr Maximum 
aber sehr viel spiater erreicht und noch nach langdauernder, den 
Muskel irreversibel schidigender Kompression nachweisbar ist. 


Die beschriebenen Umsetzungen erfolgen nicht nur beim 
Hub, sondern auch wihrend der Kompressions-dauerverkiirzung 
des Muskels; sie sind innerhalb des von uns verwandten Druck- 
bereiches (800—1500 Atm.) auch nach 30—40 Minuten Druck- 
einwirkung nicht zum Stillstand zu bringen und verlaufen dem- 
nach, obgleich sie Erholungsvorgiinge sind, auch beim Ausbleiben 
jeglicher Erschlaffung. 
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Uber den Abbau der Citronensaure. 


Von 


Carl Martius. 


(Aus dem Physiolog.-chemischen Institut zu Tiibingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Miirz 1937.) 


Die Vorstellungen, welche man sich bisher iiber den Chemis- 
mus des Citronensiiureabbaues im pflanzlichen und tierischen Orga- 
nismus gebildet hatte, sahen zumeist in der Acetondicarbonsiiure 
das erste chemisch definierte Zwischenprodukt. Zu dieser An- 
nahme fiihrten wohl in erster Linie rein chemische Betrachtungen 
und Analogien, wie der Zerfall der Citronensiiure in Aceton- 
dicarbonsiure und CO bei Einwirkung von konzentrierter Schwefel- 
siiure u. a. Es kann daher auch ihre Entstehung durch Abspaltung 
eines Molekiils Ameisensiiure, wie zumeist angenommen, durchaus 
plausibel erscheinen. Der Nachweis von Acetondicarbonsiure und 
Aceton beim Citratabbau durch Pilze und Bakterien?), sowie die 
mehrfach gelungene Auffindung von Ameisensiure hierbei sind 
die experimentellen Stiitzen dieses Abbauschemas, welches iibrigens 
eher als eine Girung aufzufassen wiire, bei der erst die Bruch- 
stiicke wirklicher Dehydrierung anheimfallen. 

Indessen begegnet diese Theorie auch groBen Schwierigkeiten. 
wie schon von verschiedener Seite betont wurde. Das Auftreten 
von Acetondicarbonsiiure konnte in vielen anderen Fiillen {Ver- 
suche mit Hefe* 4), Bakterien*), Leber*)] nicht bestiitigt werden. 
obwohl ihre Bestiindigkeit zum Nachweis ir diesen Fillen hitte 
ausreichen miissen. Den ernstesten Kinwand bildet jedoch die 
Tatsache 5), daB weder Acetondicarbonsiure hoch Ameisensiiure 
als Wasserstofidonatoren auch nur anniihernd die Citronensiure 
ersetzen kénnen. 


') Butterworth u. Walker, Biochemic. J. 23, 926 (1929); T. K.Walker. 
Subramaniam, Challenger, Chem. Soc. 200, 3044 (1927). 
*) D. Miiller, Biochem. Z. 275, 347 (1935). 
*) H. Langecker, Biochem. Z. 273, 47 (1934). 
*) H. Wieland u. Sonderhoff, Liebigs Ann. 499, 213 (1932); 505, 
61 (1933); Sonderhoff, Liebigs Ann. 525, 132 (1936). 
- °) Wagner-Jauregg u. H. Rauen, Diese Z. 237, 227 (1935). 
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Von einem eventuellen Zwischenprodukt muB jedoch gefordert 
werden, daB es mindestens ebenso schnell reagiert, d.h. in diesem 
Falle dehydriert wird, wie Citronensiure selbst. 

Es soll im folgenden gezeigt werden, wie der oxydative Ab- 
bau der Citronensiure wahrscheinlich iiberwiegend verliuft, ohne 
damit die Méglichkeit giinzlich ausschlieBen zu wollen, dab er in 
einigen Fallen — vielleicht bei anaerob lebenden Bakterien — 
im Sinne der alten Auffassung vor sich geht. 

Der AbbauprozeB zerfallt in zwei Phasen. In der ersten 
anaeroben Phase wird Wasser abgespalten unter Bildung von cis- 
Aconitsiure. Es ist héchst wahrscheinlich, da an die ungesiittigte 
Siure dann in umgekehrter Richtung Wasser wieder angelagert 
wird unter Bildung von Isocitronensiure. Der eindeutige Nach- 
weis dieses Vorganges ist indessen noch nicht gelungen. 


OH 
nooc—CH,—-C_—_Cn,—coom —™*,. HOOC—CH,—C -CH 
+H,0 | | 
COOH COOH COOH 
H OH 
+22. HOOC—CH,—C—_C—COOH 
—H,O | 
COOH 


In der zweiten oxydativen Phase wird die gebildete Aconit- 
bzw. Isocitronensiiure dehydriert, wobei zuniichst Oxalbernstein- 
siure entstehen wiirde. Diese verliert — wahrscheinlich spontan 
CO, und geht in @-Ketoglutarsiure iiber, deren weiterer Abbau 
bekannt ist. Er fithrt unter Decarboxylierung und Dehydrierung 


schlieBlich zu Bernsteinsiiure. 
O 


OH H | 
HOOC—CH,—C—C—COOH —1,0, 'HOOC--CH,—C—C—COOH 
i | 
COOH COOH 

O 
> 


| 
HOOC—CH,—CH,-—-C--COOH 


Man kénnte auf die Isocitronensiure als Zwischenprodukt 
des Abbaus verzichten, wenn man eine direkte Oxydation der 
Aconitsiure zu Oxalbernsteinsiiure fiir méglich hielte, analog wie 
das Szent-Gyérgyi und Mitarbeiter®) im Falle der Fumarsiiure 
tun. (Vgl. jedoch hierzu die widersprechenden Befunde von 


6) Bes. K. Laki, Diese Z. 236, 31 (1935). 
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Green’). Stellt man sich jedoch ganz auf den Boden der Dehy- 
drierungstheorie, kommt man eigentlich nicht um die Annahme 
der Bildung von Isocitronensiure herum. Fiir ihr intermediiires 
Auftreten spricht endlich noch sehr wesentlich mit, daB sie nach 
den Befunden von Wagner-Jauregg durch Gurkendehydrase 
schneller dehydriert wird als Citronensiure selbst®), 


Der skizzierte Reaktionsverlauf ist durch folgende Befunde 
sichergestellt: cis-Aconitsiure’’) kann im Thunbergversuch 
Citronensiiure in bezug auf Entfairbungsgeschwindigkeit auch in 
niedrigsten Konzentrationen voll ersetzen. Dies ganz im Gegen- 
satz zur gewodhnlichen trans-Siiure, die von Citrico-dehydrase- 
priparaten und auch Bakterien®) nicht angegriffen wird, sondern 
vielmehr auf die Dehydrierung der Citronensiiure einen ganz 
spezifisch hemmenden EinfluB ausiibt®). Das Verhalten der beiden 
‘isomeren Aconitsiuren entspricht vollkommen dem der Fumar- 
siure und Maleinsiiure, nur daf die sterischen Verhiltnisse hier 
gerade umgekehrt liegen, in dem hier die physiologische Siure 
die cis-Struktur besitzt, die unphysiologische dahingegen trans- 
Konfiguratign. 

Es konnte weiter gezeigt werden, daB sich cis-Aconitsaure 
durch Citricodehydrase-priparate anaerob in Citronensiiure um- 
wandeln laBt. Dieser Vorgang also die Umkehrung des oben 
postulierten ersten Teilprozesses — entspricht genau der Reak- 
tion: Fumarsiiure + Wasser = Apfelsiure. Nun liegt im Falle 
der Citronensiure das Gleichgewicht sicher bedeutend mehr zu- 
gunsten der Oxysiure — wegen der tertiiiren OH-Gruppe! — und 
wohl deshalb konnte die Bildung von Aconitsiure bzw. Isocitronen- 
siure priparativ bisher noch nicht sicher gestellt werden, wenn 
auch an der Umkehrbarkeit gerade dieser enzymatischen Reaktion 
kaum zu zweifeln ist. Es mag hier jedoch darauf hingewiesen 
werden, daB Aconitsiure bereits mehrfach aufgefunden wurde, so in 
Pflanzen und besonders auch beim Citratabbau durch Bakterien’‘). 
DaB — bisher wenigstens — immer nur die trans-Siure gefunden 
wurde, liegt wohl einfach an der Unbestindigkeit des sicher zu- 
nichst gebildeten Stereoisomeren. Die cis-Aconitsiure wird bereits 
durch Erwiirmen auf 65° wihrend 5 Minuten umgelagert?°) und 





‘) D. E. Green, Biochemie. J. 30, 2095 (1936). 
*) Terada, J. Pharm. Soe. Jap. 511, 697 (1924). 
*) F. Bernheim, Biochemic. J. XXII 2, 1178 (1928). 
1) Malachowski, Maslowski, Ber. chem. Ges. 61, 2524 (1928). 
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jhnlich vielleicht schon im Organismus, sicher aber bei der Auf- 
hereitung zur trans-Siure stabilisiert. 

Erscheint durch diese Tatsachen die cis-Aconitsiiure als 
physiologisches Intermediirprodukt ausgewiesen, so konnte der 
Nachweis der Isocitronensiure bisher nur durch Isolierung ihres 
Dehydrierungsproduktes, der a-Ketoglutarsiiure, als 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazon gesichert werden. Daf diese, bzw. die primiir ent- 
stehende Oxalbernsteinsiure, beim Citronensiiureabbau bisher noch 
nie isoliert wurde, liegt wohl daran, daB die Enzympriiparate oder 
die den Abbau bewirkenden Pilze oder Bakterien diese Siure 
durch carboxylatische oder dehydrierende Spaltung meist sofort 
weiter verindern. a-Ketoglutarsiure gehért mit zu den wirk- 
samsten Wasserstoffdonatoren. Ihr Nachweis gelang jedoch bei 
Verwendung einer Citricodehydrase aus Leber, die nach der Vor- 
schrift von Bernheim’) bereitet wurde. Diese hochaktiven Pri- 
parate besitzen den Vorteil, sich durch Dialyse von zelleigenen 
Donatoren befreien zu lassen, und sind durch die Art ihrer Dar- 
stellung hochspezifisch fast nur auf Citronen- bzw. Aconit- oder 
Isocitronensiiure eingestellt. Ohne Anwendung von Abfangmitteln 
lieB sich aus den enteiweiBten Enzymansitzen die aus der zu- 
gesetzten Citronensiure und Methylenblau als Acceptor gebildete 
Ketoglutarsiure in guter Ausbeute fassen. Daf die Isocitronen- 
siure auch in Friichten neben Citronensiiure vorkommt!%), mége hier 
nochmals erwihnt werden, da dieser Befund wegen der Méglich- 
keit ihrer Entstehung aus Citronensiiure durch Wasserabspaltung 
und Wasseranlagerung jetzt besonders bemerkenswert erscheint. 

Als nicht unwesentliche Stiitze fiir das neue Abbauschema 
mégen schlieBlich noch friiher gewonnene Ergebnisse anderer 
Forscher herangezogen werden. So hatte Wieland bei Abbau- 
versuchen mittels Hefe*) (bzw. Bakterien) neben Essigsiure, Ameisen- 
siure und CO, auch Bernsteinsiiure gefunden. Oxalessigsaure als 
Produkt weiteren Abbaues der Bernsteinsiure ist u. a. von 
Hahn?!) bei Einwirkung von Muskelbrei auf Citronensdure nach- 
gewiesen worden. Lassen hier die gefundenen geringen Ausbeuten 
noch eine Erklirung der Bernsteinsiiurebildung durch dehydrie- 
rende Verkniipfung zweier Molekiile Acetat zu, so scheinen doch 
die hohen, von F. Bruce?) [und auch Terada‘)] gefundenen 


1) A. Hahn, Z. Biol. 89, 332 (1930). 

1) F. Bruce, J. of Biol. Chem. 107, 125 (1934). 

18) E. K. Nelson, J. Amer. Chem. Soc. 47, 568 (1925); 42, 2929 (1930). 
I’. Bruce, 57, 1725 (1935). 
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Ausbeuten an Bernsteinsiure bei Ziichtung von Bacterium aertrycke 
auf Citrat eigentlich nur verstiindlich, wenn man sie sich iiber 
Aconit und Ketoglutarsiure entstanden denkt. 

Betrachtet man den oben geschilderten Citratabbau von dey 
enzymatischen Seite, so wird klar, daB wir statt des einen Enzyms 
,Citricodehydrase“ nun mindestens 2 Enzymkomponenten an- 
zunehmen haben, von denen nur die eine, welche die Dehydrierung 
der zunachst gebildeten cis-Aconit- bzw. Isocitronensiiure zu bewirken 
hat, als Dehydrase zu bezeichnen wire. Die bisherigen, sich auf 
das ganze Fermentsystem beziehenden Folgerungen enzymatischer 
Studien bediirfen daher einer erneuten Uberpriifung, da ihre Er- 
gebnisse nicht das Zusammenwirken zweier Komponenten be- 
riicksichtigen. Alle bisher gemachten Konzentrationsangaben z. B., 
die sich auf die zugesetzte Citronensiure beziehen, beriicksichtigen 
ja nicht die Gleichgewichtslage der anaeroben ersten Reaktions- 
folge. Als geklart gelten darf wohl das Co-Fermentproblem der 
Dehydrasekomponente, fiir welche Wagner-Jauregg die Not- 
wendigkeit der Anwesenheit von Codehydrase und Flavinenzym 
dargetan hat). 


Was das zuerst angreifende Ferment, eine Hydratase, angeht, 
so haben orientierende Versuche es wahrscheinlich gemacht, daf 
es mit Fumarase identisch ist, deren Spezifititsbereich damit eine 
Erweiterung erfahren wiirde (Einzelheiten seien einer spiiteren 
Verdffentlichung vorbehalten). Der Citratabbau steht damit, auch 
von dieser Seite betrachtet, dem Abbau der Apfelsiure sehr nahe. 


Die Auffindung der Ketoglutarsiure ist aus einem besonderen 
Grunde sehr wichtig. Nach F. Knoop und Embden kann in ihr 
die Grundsubstanz wichtiger Aminosiuren gesehen werden — der 
Glutamin- und Oxyglutaminsaure und vielleicht auch des Histidins. 
Damit wird der Citronensaure, mit der man bisher eigentlich nichts 
Rechtes anzufangen wuBte, eine wichtige Rolle als Zwischen- 
produkt der EiweiBsynthese im Organismus zugewiesen. Ks ist 
gewiB kein Zufall, daB Glutamin und Glutaminsiure vielfach ge- 
rade in pflanzlichen Keimlingen’*) aufgefunden wurden, wihrend 
Pflanzensamen sich nach Thunberg durch hohen Gehalt an 
Citricodehydrase auszeichnen. bei Betrachtungen iiber die Citronen- 
siiurebildung durch Schimmelpilze ist mehrfach auch die Méglich- 
keit. erdrtert worden, daB die Citronensiure Zwischenprodukt bem 


4) Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 253, 215 (1935). 
15) E. Schulze, Ber. chem. Ges. 29, 1882 (1896). 
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KiweiBstoffwechsel der Pilze sei (vgl. Bernhauer, ,,Die oxydativen 
Girungen“, S. 92ff.). Diese Vermutung hat durch die Auffindung 
der Ketoglutarsiiure eine starke Stiitze und Vertiefung erfahren. 


Versuchsteil. 


Nachweis der «-Ketoglutarsaure bei der Dehydrierung 
von Citronensaure mit Leberenzym. 


Das Enzym wurde nach Bernheimer aus mit Aceton getrockneter 
Rindsleber hergestellt. Ein Ansatz enthielt 


200 ccm Enzymlésung 
20 ecm Phosphatpuffer (m/2, py = 7) 
2 g tertiiires Natriumcitrat (2 Na,C,H,O, + 11 H,O) 
5 cem 1,25°/, iges Methylenblau. 


Die Mischung wurde in einem zylindrischen Kolben in einen Thermo- 
staten gesenkt. 7’ = 37°. Die blaue Farbe des Methylenblau verblabte 
ziemlich schnell, durch hiufig wiederholtes Durchleiten von O, mittels einer 
Kapillare wurde die Leukoverbindung stets wieder neu oxydiert. Nach 
6 Stunden wurde mit Essigsiiure angesiiuert, aufgekocht, abfiltriert und eine 
salzsaure Lésung von Dinitrophenylhydrazin zum Filtrat hinzugefiigt. Der 
sich beim Stehen iiber Nacht abscheidende Niederschlag wurde abzentri- 
fugiert, in verdiinnter Natronlauge gelést, wieder zentrifugiert, mit Salzsiure 
ausgefaillt und getrocknet. Das Rohprodukt wurde dann aus der Hiilse mit 
Essigester extrahiert, das Hydrazon mit viel Petrolither ausgefillt und 
schlieBlich aus Methanol + Wasser krystallisiert. Die Ausbeute an reiner 
Substanz betrug 200 mg. Sie erhéht sich bei Beriicksichtigung der Wasser- 
lislichkeit des Hydrazons (26 mg in 100 H,O) auf 265mg. Der Schmelz- 
punkt der Substanz, desgleichen ihr Mischschmelzpunkt mit Hydrazon aus 
reiner Ketoglutarsiiure lag bei 220°. Der Versuch konnte mit gleichem Er- 
gebnis reproduziert werden. 


2,4-Dinitrophenylhydrazon der Ketoglutarsiure. 2,249 mg Subst.: 
0,340 eem N (24°, 757 mm). 


Fir C,,H,,O,N, Ber. N1%2 Gef. N 17,3. 


Umwandlung von cis-Aconitsdure in Citronensaure. 


Es wurde das gleiche Enzympriparat verwandt. 200 ecm hiervon 
wurden mit einer Lésung von 1,75 g mit K,CO, neutralisierter Aconitsiure 
und 80 cem m/2 Phosphatpuffer py 6,9 in Rundkolben gefiillt, die mit Gummi- 
stopfen und Glashahn verschlossen und dann einige Minuten kriftig evakuiert 
wurden. Sie blieben etwa 7 Stunden im Thermostaten bei 37°. Dann wurde 
mit je 20 cem 10°/, iger Natriumwolframatlésung und 10°/, iger Schwefel- 
siure versetzt, zentrifugiert und auf 500 ccm aufgefiillt. In der Lésung 
wurde in je 50ccm die Citronensiiure nach Cometiani als Pentabromaceton **) 


16) Z. anal. Chem. 86, 362 (1981). 
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bestimmt. Eine Kontrolle enthielt Enzym, das durch Erhitzen auf 100 
wihrend 5 Minuten inaktiviert war. Hier wurde keine Citronensiiure ge. 
funden. Es enthielt: 

Ansatz 1 1,2 


7” 


Citronensiure 


> 
™ 2 1,05 g 
om 3 1,102 g ™ 
‘ 4 1,245 ¢g * 


d. h. etwa 65°/, der angesetzten Aconitsiiure wurde in der angegebenen 
Zeit in Citronensiiure umgewandelt. Ob das nicht in Citronensiiure um 
gewandelte Drittel cis-Aconitsiiure als solche zuriickgeblieben war, ob mit 
hin ein Gleichgewicht cis-Aconitsiiure—Citronensiure im Verhiiltnis 1:2 be 
steht, konnte noch nicht entschieden werden. Wahrscheinlicher ist, dab die 
nicht in Citronensiiure iibergegangene cis-Aconitsiure sich in isomere trans 
Siure oder Isocitronensiure umgewandelt hat, die ebenfalls bei der Citronen 
siurebestimmung nach Cometiani nicht in Pentabromaceton iibergelt. 
Zur genauen Klirung dieser Verhiiltnisse miissen noch Methoden zur Be 
stimmung dieser Siuren in kleinen Mengen ausgearbeitet werden. 

Es seien hier noch 2 Versuchsprotokolle von Dehydrierungsversuchen 
nach Thunberg wiedergegeben. Das Verhiiltnis der Entfirbungsgeschwin- 
digkeiten von Citrat, cis-Aconitat und Isocitrat ist bei verschiedenen Enzym- 
zubereitungen meist etwas verschieden. Doch entfiirbt in der Regel Iso- 
citrat und Aconitat schneller als Citrat, in keinem Falle aber langsamer. 

Leberenzym nach Bernheim. Jeder Ansatz enthielt bei 7 = 37° 
0,5 cem 0,87 °/,ige K,HPO,-Lésung, 0,5 cem Enzym und 0,5 ecm Methylen- 
blau 1: 5000° 





en m/1000- m/1000- -m/1000- 
Dazu je 0,5 cem | K-Citrat K-Isocitrat | K-cis-Aconita H,0 














Entfarbungezeit | — : — 
in Minuten 70; 76 40; 40 40; 40 S125 


Gurkenenzym nach Thunberg. Jeder Ansatz enthielt bei 7 = 37° 
1 cem Enzym, 0,5 eem Methylenblau. 








~._ff[ m/1o00- | m/1000- m/1000- | yo 
K-cis-Aconitat 2 


Dazu je 0,5 cem K-Citrat K-Isocitrat 











Entfirbungszeit : pe ; a 
in Minuten bei allen Réhrehen = 140 Minuten > 240 


Gleicher Ansatz, nur mit je 0,1 ccm bei 7 = 87°. 





m/10- m/10- m/10- H O 
K-Citrat K-Isocitrat |K-cis-Aconitat 2 





Entfarbungszeit | | — ” hs ' | 
tn Minuien | 135; 135 100; — 100; 100 > 180 
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Untersuchungen iiber den Fettstoffwechsel. X’). 


Fiitterungsversuche bei Hunden 
mit einsadurigen gesattigten Triglyceriden. 
Von 


P. E. Verkade, J. van der Lee und A. J. 8, van Alphen. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Niederlindischen Handelshochschule 
und dem Reichsseruminstitut in Rotterdam.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Marz 1937.) 


§ 1. Verkade und van der Lee”) haben nachgewiesen, dai 
dieselbe gesunde Versuchsperson sehr verschiedene Mengen Di- 
carbonsiure im Harn ausscheidet, wenn sie unter méglichst gleichen 
Bedingungen einsiiurige gesittigte Triglyceride mit verschiedenen 
Siurekomponenten ift. Eine vergleichende Ubersicht der diaci- 
dogenen Eigenschaften der untersuchten Triglyceride, giiltig fiir 
den Menschen, zeigt folgendes Bild: 


io schwach 

Trinonylin ..... . . ziemlich schwach 

Is 6H 0 a ee ss stark bis 
Triundecylin ...... stark diacidogen 
Trilaurin. ....... nahezu nicht 

aeeeeeeyvim . ww tee nicht 





Vor einiger Zeit haben Flaschentriger und Bernhard) 
iiber Aabnliche Versuche mit Natriumsalzen und mit Methyl- und 
Athylestern gesiittigter Fettsiiuren an Hunden berichtet. Kine 
SchluBfolgerung aus ihren Angaben wird durch den Umstand 
etwas erschwert, daB sie nicht alle Verbindungen einer homologen 
Reihe demselben Hunde verabfolgten; es darf nimlich nicht ohne 
weiteres angenommen werden, daB alle Versuchshunde in demselben 
Grade zu Disiure-acidosis und Diacidurie neigten. Ausscheidung 


1) Aus technischen Griinden lassen wir diese Abhandlung den schon 
angekiindigten Abhandlungen VIII und IX vorangehen. 

*) Biochem. J. 28, 31 (1934). 

3) Diese Z. 238, 221 (1936); vgl. auch Helv. chim. acta 18, 962 
(1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. 8 
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von Dicarbonsiure im Harn wurde allein bei den Natriumsalzen 
und bei Estern von Caprylsaure, Nonylsiure und Caprinsiiure }e- 
obachtet; die Dicarbonsiuremenge war bei dem Salz und bei den 
Estern der Caprinsiure immer betrichtlich gréBer als bei den 
Salzen und Estern der beiden anderen Sauren. 

Derartige Versuche mit Natriumsalzen von Fettsiuren waren 
schon in unserer zweiten Abhandlung iiber den Fettstoffwechsel ‘) 
von uns angekiindigt und zur Zeit des Erscheinens der ersten 
der zitierten Abhandlyngen von F laschentriger und Bernhard‘ 
auch tatsiichlich im Gange. Wir haben gemeint, diese Versuche 
dann einstellen zu kénnen. Erwahnt sei hier, da& — in Uber- 
einstimmung mit den von den genannten Forschern erhaltenen 
Ergebnissen — Natriumundecylat, an den Hund T’. in einer Menge 
von etwa 1,3 g pro kg Kérpergewicht und Tag wihrend vier Tagen 
gegeben, nicht zur Ausscheidung von Undecandisiure fiihrte. 

Zu derselben Zeit angefangene Versuche an Hunden mit 
einsdurigen gesittigten Triglyceriden haben wir jedoch fortgesetzt. 
Die Ergebnisse dieser Experimente werden nun im nachstehenden 


besprochen. 


§ 2. Der ausgewachsene, gesunde Hund T. (etwa 12 kg, &) erhielt nach 
zwei vorangehenden Hungertagen 50 g des zu untersuchenden Triglycerids 
(d. h. etwa 4 g pro kg Korpergewicht und Tag) in drei gleichen Portionen, 
immer soviel wie méglich zu derselben Zeit, und jedesmal als Zusatz zu einer 
Mahizeit, die durchweg aus méglichst gleichen Mengen gekochten Kartoffeln 
(20—30 g) und magerem Pferdefleisch (80—100 g) bestand. Wasser wurde 
nach Belieben verabfolgt. Der wiihrend des Versuchstages und einiger 
darauf folgender Tage entleerte Harn wurde gesammelt und auf das Vor- 
handensein héherer Dicarbonsiuren untersucht. Die Aufarbeitungsweise des 
Harns ist in friiheren Abhandlungen®) hinlinglich beschrieben. 

Zwischen den verschiedenen Versuchen wurde immer ein geniigender, 
jedoch nicht zu langer, Zeitraum eingeschaltet, wihrend welcher Zeit der 
Hund seine normale Lebensweise wieder aufnehmen konnte. Mit jedem 
der untersuchten Triglyceride (Triheptylin—Triundecylin) wurden wenigstens 
zwei Versuche angestellt, die immer in qualitativer Hinsicht — allein darum 
handelt es sich jetzt — vdllig gleiche Resultate ergaben. Stérungen in den 
Versuchen durch Erbrechen, Durchfall u. dgl. kamen nicht vor. 


§ 3. Allein nach Verabfolgung von Tricaprylin war im 
Harn eine nennenswerte Menge Dicarbonsiure, und zwar das o- 
Oxydationsprodukt der Siurekomponente (C,), vorhanden; bei zwei 


*) Proc. Akad. Wetenschappen Amsterdam 36, 314 (1933) (25. Febr. 1933). 
5) Vgl. Verkade und van der Lee, Diese Z. 227, 215 (1934); Ver- 
kade, van der Lee, van Alphen und Elzas, Proc. Akad. Wetenschappen 


Amsterdam 38, 945 (1935). 
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Versuchen konnten wir 0,16 g bzw. 0,11 g¢ Korksiiure daraus iso- 
jieren. Nach Verabreichung von Trinonylin und Tricaprin ent- 
hielt der Harn durchweg eine sehr geringe Menge des zugehdérigen 
w-Oxydationsproduktes (C, baw. C,,); in diesen Fiillen konnten 
einige mg Azelainsiiure bzw. Sebacinséure isoliert werden. Die 
Versuche mit Triheptylin und Triundecylin lieBen immer 
Dicarbonsiure vermissen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche mit einsiurigen Triglyceriden 
schlieBen sich also vdéllig denjenigen der oben besprochenen 
Versuche von Flaschentriger und Bernhard mit den korre- 
spondierenden Natriumsalzen und Estern an. Aus diesem Grunde 
hielten wir es fiir iiberfliissig, die Fiitterungsversuche mit T'ri- 
clyceriden bei anderen Hunden zu wiederholen. Wir glauben 
wohl mit Sicherheit sagen zu diirfen, daB eine vergleichende Uber- 
sicht iiber die diacidogenen Eigenschaften der untersuchten Tri- 
slyceride in bezug auf den Hund folgendes Bild ergeben mub: 


(yo nicht 

eM schwach 

Trinonylin ..... . .  mnahezu nicht diacidogen 
Tricaprin. . ..... .  mnahezu nicht 
Triundecylin ...... nicht 


Der Unterschied zwischen dieser Tabelle und der am An- 
fange dieser Abhandlung gegebenen ist wohl recht auffallend; der 
Verlauf der diacidogenen Eigenschaften der einsaurigen gesittigten 
Triglyceride bei Ansteigen in der homologen Reihe ist beim 
Menschen ganz anders wie beim Hunde. Es ist zur Zeit zweck- 
los, tiber die Ursache dieses Unterschiedes zu theoretisieren. 

Aus unseren Versuchen und denjenigen von Flaschentriger 
und Bernhard darf wohl gefolgert werden, daB der Hund im 
allgemeinen wenig zu Disiure-acidosis und Diacidurie neigt. Hier 
sel daran erinnert, daB es sehr schwer ist, bei gesunden Hunden 
Ketonurie zu erzeugen®). Unseres Erachtens sind beide Er- 
scheinungen verwandt und bei den Carnivoren im allgemeinen zu 
erwarten. Wir beriihren hier den Zusammenhang zwischen Kohlen- 
hydrat- und Fettstoffwechsel, welcher nach unserer Entdeckung 
des Abbaues von Fettsiiuren durch w-Oxydation und darauf folgende 
bilaterale @-Oxydation in einem neuen Lichte erscheint und in 
spiteren Abhandlungen aus unserem Laboratorium zur Sprache 
kommen wird. 


*) Vgl. z B. von Noorden und Isaac, Die Zuckerkrankheit und 
ihre Behandlung, 8. Aufl., 1927. S. 184. 


S* 
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Die Tatsache, daB die Ergebnisse unserer Versuche mit ei). 
siurigen ‘Triglyceriden in qualitativer Hinsicht véllig mit den. 
jenigen der von Flaschentriger und Bernhard’) verrichtetey, 
EXxperimente mit den Natriumsalzen der korrespondierende, 
Fettsiuren tbereinstimmen, ist uns ein Beweis dafiir, daB dic 
beobachteten Unterschiede in den diacidogenen Kigenschaftey 
der Triglyceride nicht oder wenigstens nicht in nennenswerten 
Ma8e durch Unterschiede in der Geschwindigkeit, mit welche; 
diese Stoffe im Darm verseift werden, verursacht werden. Zwar 
haben wir solches auch nie gemeint, aber die Méglichkeit 
muBte doch a priori wohl fraglos beriicksichtigt werden. Dies 
ist denn auch u. a. der Grund, daB in unserem Laboratorium 
vergleichende Untersuchungen iiber die Verseifungsgeschwindig- 
keit einiger einsiuriger Triglyceride unter EKinfiuB von Pankreas- 
extrakt angestellt wurden; wir beschrinken uns hier auf einen 
Hinweis auf diese nur noch teilweise veréffentlichten Untersuchungen’), 

Dieser Parallelismus im Verhalten der Triglyceride und der 
Natriumsalze ist selbstverstiindlich ebenfalls véllig in Widerspruch 
zu der seinerzeit von Flaschentriger, Bernhard, Léwenberg 
und Schlapfer’) geiiuBerten Ansicht, daB die w-Oxydation nur 
bei als solchen, d.h. in ungespaltenem Zustande resorbierten 
Glyceriden auftrete. Wir brauchen hierauf nicht naher einzugehen. 
da diese Auffassung in spiteren Abhandlungen von Flaschen- 
trager c.s. nicht aufrechterhalten worden ist. 


Wir danken dem van’t Hoff-Fonds in Amsterdam und dem 
Hoogewerff-Fonds im Haag fiir die zur Ausfiihrung dieser 
Untersuchung verliehenen Unterstiitzungen. 


‘’) Holwerda, Verkade und de Willigen, Rec. Trav. chim. Pays 
Bas 55, 43 (1936); 56, 382 (1937). 
5) Diese Z. 225, 157 (1934). 
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Uber Aufbau und Abbau des Glykogens durch Leukocyten. 
(Zehnte Abhandlung iiber Enzyme der Leukocyten.) 


Von 


Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 





(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Marz 1937.) 


In seinen ,,Lecons de Physiologie expérimentale appliquée 
i la Médecine“ [Cours du semestre d’hiver 1854—55!)] beschreibt 
Claude Bernard das Verschwinden des Zuckers aus dem Blut. 
Auch findet er in Versuchen mit verschiedenen Gasen den Verlauf 
der Glykolyse ungleich, in Stickstoff rascher als in Sauerstoff. 

Die leukocytire Umwandlung der Glucose (und anderer 
Monosen) in 1-(+)-Milchséure beschrieben P. A. Levene und 
G.M. Meyer?) in einer Untersuchung, die O. Warburg?) mit Recht 
eine der Pionierarbeiten iiber Glykolyse nennt, und an die sich 
zahlreiche neuere Arbeiten iiber Glykolyse im Blut und durch 
seine Formelemente anschlossen. Hiervon handelt das Referat 
von K. Lundsgaard‘*) im II. Band der Ergebnisse der Enzym- 
forschung. 

Bei der Einwirkung frischer weiBer Blutkérperchen (vom 
Pferd) auf Glucose begegneten wir einer unerwarteten Erschei- 
nung, als wir die Versuchszeiten kiirzer denn iiblich wahlten. Im 
Vergleichsversuch mit 1,2 g Leukocytenbrei mit einem Gehalt 
von 8,5 mg Glykogen, in 8ccm 1,1°/,igem Phosphat von p,, = 7,2 
suspendiert, traten in 30 Minuten 2,94 mg Milchséure auf, im 
Versuche unter Zusatz von 28,9 mg Glucose entstand nicht viel 
mehr, nimlich 3,43 mg Milchsiure, wihrend zugleich 6,5 mg Glucose 
verschwanden. In demselben Versuch mit Glucose entstanden in 
120 Minuten unter Aufzehrung des Glykogenvorrats 12,43 mg 
Milchsiure, wihrend zugleich 16,6 mg Glucose verschwanden. 
Die Milchsiurebildung ist also kein brauchbares MaB der Zucker- 


') Paris, J. B. Bailliére et fils, 1855, und zwar S. 233. 

*) J. of Biol. Chem. 11, 361 (1912); 12, 265 (1912). 

®) Uber den Stoffwechsel der Tumoren, 1926, S. 127. 

*) ,,Die Glykolyse“, 3. Die Glykolyse im Blut, S$. 184 (1933). 
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umwandlung. Und die Blutzuckerabnahme kann keineswegs, wie 
K. Lundsgaard?) annimmt, als ein zuverliissiges MaB der Glyko- 
lyse gelten, sondern sie ist ein ganz unzureichendes MaB. 

Unseren beschriebenen Versuch brauchten wir nach der Daue, 
von 2 Stunden nur weiterzufiihren und zwar unter Zusatz yo) 
Toluol, um die Riickkehr des Traubenzuckers zu beobachtey, 
In weiteren 3 Stunden stieg seine Menge von 12,3 auf 23,7 me 
an, d.i. den gréBten Teil des angewandten Betrages, und zwar 
bei genauer Konstanz der Milchsiiuremenge. (Gef. nach 5 Stunden 
wieder 12,43 mg). 

Die Menge der Glucose in den einzelnen Zeitabschnitter 
unseres Versuchs und die Zuckermenge, die im Blut unter ver- 
schiedenen Bedingungen jeweils angetroffen wird, ist eine Resul- 
tante aus den aufbauenden und abbauenden Vorgiingen. Man wird 
also die Glucoseverwandlungen z. B. im Blut besser kennen lernen, 
wenn sie mit quantitativen Bestimmungen der hauptsichlichen 
Reaktionsteilnehmer, niimlich Glucose, Glykogen und Milchsiure, 
durchgefiihrt werden. An solchen quantitativen Beobachtungen 
ist die groBe Literatur tiber Glykolyse arm, besonders iiber Glyko- 
lyse in Tumoren, sogar iiber Glykolyse in Muskeln. 

Die Entstehung des Zuckerdefizits war regelmibig zu beob- 
achten. Dabei zeigte sich oft, und zwar natiirlich immer bei 
lingeren Versuchszeiten, ein Plus an Milchsiure im Versuch mit 
Glucose gegeniiber dem Vergleichsversuch ohne Glucose. Die 
wesentliche Erscheinung war aber die zu niedrige Summe von 
iibrig gebliebener Glucose oder Fructose und entstandener Milch- 
siure. Die Umkehr der Erscheinung durch Amylasewirkung, 
Auffiillung des Defizits mit Glucose, trat bei Weiterfiithrung der 
Versuche unter Zusatz von Toluol immer ein, wie die Beispiele 
der Tab. 1 zeigen, wenn die Versuchsstrecke ohne Toluol nur 
einige Stunden lang war und wenn die Aciditiitsverhiltnisse fiir 
die nachfolgende Amylasewirkung nicht zu ungiinstig wurden. 

In Beispielen (Nr. 5 und 6 der Tab. 1) mit Fructose erga! 
sich aus der Drehungsiinderung die Umwandlung von Fructose 
in Glucose iber Glykogen. Die Linksdrehung der Fructose ging 
in Nr. 5 (ibereinstimmend mit der Abnahme nach Bertrand von 
32,6 auf 15,3 mg Fructose) auf — 0,37° zuriick und in der Fort- 
fiihrung mit Toluol infolge von Dextrosebildung weiter auf — 0,25". 
Aus der Reduktionszunahme (von 15,3 auf 28,6 mg Hexose) be- 


1) ava. O. 
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rechnet sich, damit iibereinstimmend, eine Drehungsiinderung von 
+ 012%, 

Wichtige Beobachtungen der Literatur iiber Zuckerumwand- 
lungen im Strémungsversuch mit der Leber, z. B. die Uberfiithrung 
der Fructose in Glucose nach 8. Isaac!), werden in derselben 
Weise zu erklaren sein. 

Nach lingerer Versuchsdauer ohne Toluol war Glucoseriick- 
bildung nicht mehr oder nur in geringem Mafe zu erzielen, wofiir 
Nr. 3 der Tab. 1 ein Beispiel gibt. Nach etwa 5 Stunden (ohne 
Toluol) war die Glucose ziemlich aufgebraucht, aber auch kein 
Glykogen mehr angesammelt. Es scheinen dann noch Zwischen- 
produkte der Milchsaiurebildung zu existieren, die sich nicht mehr 
in Glucose zuriickverwandeln. Die Anhiufung solcher Zwischen- 
lieder beruht auf der durch ungiinstige Aciditét bedingten 
Hemmung und Schidigung der Einrichtung zur Milchsiurebildung. 
Die Frage bleibe zunichst noch offen, ob iiberhaupt unser Zucker- 
defizit auf Zwischenprodukte der Milchsiurebildung (z. B. schwiacher 
reduzierende Phosphorylierungsprodukte) oder auf dextrinartige 


Tabelle 1. 
EinfluB von Toluol auf Hexose-Umwandlung durch Leukocyten. 
Die Zahlen beziehen sich auf 1,2 g frische Leukocyten (= ?/, des Versuchs- 
ansatzes); 37°; py = 6,6—7,0; 29mg zugesetzte Glucose bzw. Fructose; die 
gebildete Milchsiure ist durch Subtraktion der anfinglichen Milchsiure- 
menge (2,57 mg) bestimmt. ) 























£ Versuche ohne Toluol Nachfolgende Ver- 
- suche mit Toluol 

2S | pr | Pr 
Gala | 5 gf/eslessiet 
R es OI nw | os D. > S Yes 
Versuch 123/88) £88 (s2lesigesiss 
Biss) 233 (Ss /£s |g s8igee 
bo] > 23s oF sa |S 2 8iN MS 
1936 mg | Std e | mg | Std.| mg | mg 
1. Leukoe. v.23. X.} 7,7] 2 | 15,4mg Glucose /11,98| 21 | 5,7 | 1,22 
2. Leukoe. v.26. X. | — | 2 | 16,6mg Glucose | 9,86] 19 | 12,2 | 0,62 
3. Leukoe. v. 28. X. } 11,5] 2 | 16,5 mg Glucose | 7,41] 20 | 12,5 | 4,27 
11,5] 5 | 25,6 mg Glucose |18,42] 17 | 1,5 | 5,14 
4. Leukoe. v. 4. XI. | 9,8] 2 | 15,3 mg Glucose |10,27] 19 | 8,0 | 0,17 
). Leukoe. vy. 6. XI. | 8,3] 2%/,| 17,7 mg Glucose |11,85] 18 | 11,1 | 1,96 
8,3] 2%/,| 17,8 mg Fructose|11,82| 18 | 11,3 | 0,18 








) Diese Z. 89, 78 (1913/14); S. Isaac u. E. Adler, Diese Z. 115, 
105 (1921). 
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Zwischenglieder der Glykogensynthese oder aber auf Glykogen- 
bildung selbst zuriickzufiihren ist. Zuvérderst sind die Erschei- 
nungen in der Periode der Glucoseriickbildung zu _beschreiben. 

Mit frischen Leukocyten ohne Zellgift kommt in einigen 
(bis 5) Stunden unter den Bedingungen unserer Versuche der redu- 
zierende Zucker zum Verschwinden. Dagegen bewirken Leuko- 
cyten bei Gegenwart von Toluol keine Abnahme an reduzierendem 
Zucker. Die Beobachtung von P. A. Levene und G. M. Meyer’, 
da8 Leukocyten bei Gegenwart von Toluol keine Milchsiiure aus 
Glucose zu bilden vermégen, wird dadurch bestitigt. Hingegen 
vermégen die mit Toluol versetzten, also durch Toluol zerstérten 
Leukocyten aus ihrem Eigenglykogen noch Milchsiure zu bilden. 

Leukocyten (Versuch vom 7. XII. 36) hatten sofort nach Isolierung 
in 3g Frischsubstanz 18,6 mg Glykogen und 5,4 mg Milchsiiure. 

Suspendiert in Phosphat von py, = 6,8 und mit Toluol versetzt ent- 
hielten sie 40 Minuten spiter 7,76, nach 80 Minuten 7,59 mg Milchsiiure. 
Das Glykogen (nach 80 Minuten 0 mg) erschépfte sich auBerdem unter 
Zuckerbildung. 


In einer anderen Probe (2. XII. 36) stieg nach Versetzen der (3 g) 
frischen Leukocyten in 80 Minuten die Milchsiiure von 6,95 auf 8,90 mg. 


Auch in den Versuchen der Tabelle tritt zutage, daB die 
Leukocyten selbst nach mehrstiindiger Einwirkung auf Glucose- 
lésung nach dem Versetzen mit Toluol noch Milchsiure in be- 
trichtlichem MaBe erzeugen. Dieser Vorgang kann mit fallender 
Geschwindigkeit stundenlang weiter laufen. Man kann durch 
Zusatz dieses Zellgiftes die Milchsiurebildung nicht stillegen, 
nur schidigen. 

Dies trifft viel ausgepriigter fiir Milchsiurebildung in Muskeln 
zu. In frisch isolierten Warmbliitermuskeln (weiBe Muskulatur 
von Kaninchen) finden wir keine Stillegung der Glykogenolyse 
durch Toluol. Der Vorgang verliuft sogar nach Zusatz von Toluo!l 
mit gréBerer Geschwindigkeit als mit Stiicken oder Scheiben 
frischer Muskeln ohne Zellgift, ihnlich wie die Milchsiiurebildung 
im Muskelbrei rascher als im nur zerschnittenen weifen Muskel 
erfolgt. Es sei hier an die vor kurzem beschriebenen’) Stérungen 
des physiclogischen Zustands der Leber und an die beobachteten 
Beschleunigungen der Glykogenolyse bei verschiedenen Veriinde- 
rungen, denen das Organ unterworfen wurde, erinnert. 


)a a OD 
*) R. Willstatter u. M. Rohdewald, Enzymologia I, 213 (1936), 
besonders S. 225 u. ff. 
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Synthese von Glykogen. 


Die Differenz zwischen verschwundener Glucose und ent- 
standener Milchsiiure ist wesentlich durch Glykogenspeicherung 
bedingt: 1. die angewandte Hexose verwandelt sich in Glykogen; 
9. das Glykogen wird zur Milchsiure abgebaut. Der erste von 
diesen beiden Vorgiingen hat bei den farblosen Blutkérperchen 
srbBere Geschwindigkeit als die Folgereaktion. Man braucht 
nur den Glykogengehalt der Leukocyten in frischem Zustand 
und nach 1stiindiger oder kiirzerer oder lingerer EKinwirkung 
von Hexoselésung zu vergleichen, um die Zwischenstellung des 
Glykogens zwischen dem angewandten Zucker und der entstehen- 
den Milchsiiure zu erkennen. 

a) 3 g Leukocyten (Versuch vom 24. XI. 36, sehr rasch aus- 
cewaschen) enthielten anfangs 14,1 mg Glykogen und 6,42 mg 
Milchséure, nach 2 Stunden (37°) mit Phosphatlésung (p,, = 6,6) 
noch 2,4 mg, aber parallel nach 2 Stunden mit Glucoselésung 
im Thermostaten von 37° bewegt) 25,1 mg Glykogen. 

b) 3g Leukocyten (Versuch vom 11. XI. 36, sehr rasch isoliert) 
enthielten anfangs 14,6 mg Glykogen, nach 2 Stunden mit Fructose- 
lisung 31,6 mg Glykogen. 

Beriicksichtigt man auch noch die anfingliche und die ent- 
stehende Menge von Milchsiure, so zeigt sich allerdings, da8 ein 
Teil des Kohlenhydrats sich dem Nachweis entzieht. Die Analyse 
sollte kiinftig so vervollstiindigt werden, daf auch noch die vielleicht 
zwischen Glucose und Glykogen sowie besonders die zwischen 
Glykogen und Milchsiure stehenden Verbindungen erfabt werden. 

Im Versuch a) kamen zu den anfinglichen 14,1 mg Glykogen 
und 6,42 mg Milchsiure) 74,25 mg Glucose hinzu. Nach 2 Stunden 
enthielten die 3 g Leukocyten im Vergleichsversuch ohne Zucker 
noch 2,4 mg Glykogen und 18,95 mg Milchsiure. Im Versuch 
mit Glucose 43,25 mg Milchsiure neben 25,1 mg Glykogen und 
8,5 mg Glucoserest. 

Das analytisch unbestimmte Defizit betrigt 17,92 mg; aber 
etwa 73°/, der verschwundenen Glucose wurden als Zuwachs von 
(tlykogen und Milchsiure gefunden. 

Es ist anzunehmen, daB Vorkommen von Dextrinen fiir den 
Bilanzfehlbetrag teilweise verantwortlich ist. Hier sei daran 
erinnert, da enzymatische Synthese von Dextrinen schon be- 
kannt ist, und zwar von hdheren Dextrinen aus mittleren. Eine 


Reihe bemerkenswerter Untersuchungen iiber Amylosynthease von 
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S. Nishimura?) und T. Minagawa?’), von U. Suzuki der Imper, 
Academy, Japan, vorgelegt, gab nimlich Kenntnis von der Synthese 
solcher Dextrine, die mit Jod blauviolette Fairbung geben, aus 
weniger hohen Dextrinen, die nur Rotfirbung zeigen (Achro- 
dextrin, Grenzdextrin). Diese Synthease ist in vielen Varietiiten 
von Hefe und in anderen Mikroben, in Kartoffelknollen und Reis 
verbreitet. Sie konnte durch fraktionierte Fallung mit Ammon- 
sulfat oder durch Ausfallen mit Bleiacetat von Amylase getrennt 


und eingehend gekennzeichnet werden. 





Bedingungen und Abhangigkeiten der leukocytaren Glykogenbildung. 


Die Blutkérperchen wurden zumeist so frisch und rasch wie 
méglich dargestellt, mit nur 2 maligem Auswaschen, beim ersten- 
mal mit verhaltnismiBig wenig, dann mit mehr physiologischer 
Kochsalzlésung, die mit 1°/,, KCl und zur Vermeidung der Ge- 
rinnung mit 1 °/,, Ammonoxalat versetzt war. Sie enthielten dann 
eine deutliche, aber, wie sich zeigte, fiir die Versuche unerhebliche 
Beimischung von Erythrocyten. Zum Vergleich isolierten wir 
andererseits Leukocyten mit hiufigem Auswaschen unter voll- 
kommener Abtrennung der Erythrocyten, was etwa 1 Stunde linger 
dauerte. Wihrend bekanntlich die Erythrocyten aus citrathaltigem 
Pferdeblut in 1—2 Stunden zu Boden sinken, so daB die Suspen- 
sion hauptsachlich weiBer Blutzellen im Plasma abgetrennt werden 
kann, kehrt sich dieses Verhalten beim Auswaschen um, indem 
beim Zentrifugieren mit nur mifiger Geschwindigkeit die letzten 
Anteile der roten Blutkérperchen in der Salzlésung schwebend 
bleiben. Nach weitgehendem Auswaschen enthalten die Leuko- 
cyten, auch bei Vermeidung schirferen Zentrifugierens, eine nicht 
geringe Anzahl geplatzter, zerrissener oder an den Riandern an- 
gegriffener Zellen. 

Der Vergleich der Leukocyten und zwar a). der schonend 
isolierten, unversehrten, erythrocytenhaltigen und b) der weit- 
gehend gewaschenen, nicht so intakten ergab keinen deutlichen 
Unterschied im Verbrauch der Glucose und in der Glykogenolyse. 

Im Versuch mit 3 g Leukocyten und 28,8 mg Glucose (bei 
Py = 7) waren nach 2 Stunden: 


223. 161; 225, 264 (1930); 282, 156 (1931). 

2) S. Nishimura u. T. Minagawa, Proc. Imp. Acad. Tokyo 7, Nr. 7 
(1931); T. Minagawa, Ebenda 8, Nr. 6 (1932); 9, Nr. 3 (1933); Bull. Agri- 
cult. Chem. Soc. of Japan 10, Nr. 1—3 (1934). 
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Mit Priparat a) 

13,1 mg Glucose, tibrig und 13,78 mg Milchsiure vorhanden, 
mit Priiparat b) 

13,5 mg Glucose tibrig und 12,84 mg Milchsiiure vorhanden. 


Der Versuchsansatz pflegte 3 ¢ Leukocyten (von ungefihr 20°, 
‘T'rockengewicht) zu enthalten, deren Anfangsgehalte an Glykogen und Milch- 
siure bestimmt wurden. Sie kamen zu 2 cem Glucoselésung (etwa 72 mg) 
+6cem 1,5—2,5 °/,iger Phosphatmischung. 6—10 solche Ansiitze bereiten 
wir sehr rasch nacheinander, sie wurden im Thermostaten (37°) bewegt. 
Ein Ansatz diente ungeteilt fiir die Glykogenbestimmung, ein anderer wurde 
nach EnteiweiBung fiir Zuckerbestimmung nach Bertrand (mit */; des 
Ansatzes) und fiir Milchsiurebestimmung nach T. E. Friedemann, 
M. Cotonio und P. A. Shaffer’) (mit '/,) geteilt. Dafiir legte man die 
Reaktion mit 2 cem 2 n-H,SO, still und fillte ohne Entfernung der Leuko- 
cytenreste im Volumen von 50cem mit 4—5 ccm 10°/,igem phosphor- 
wolframsauren Natrium. Der Milchsiiurebestimmung im Filtrat muBte 
Entfernung von Kohlenhydrat dureh Kupfersulfat + Calciumhydroxyd 
vorangehen. Die Analyse fiihrten wir im Apparat von H. Lieb und 
M. K. Zacherl?) aus. 

Zur Glykogenbestimmung wurde der Ansatz im Versuchskolben mit 
10 cem 60 °/,ige Kalilauge sistiert und zur klaren Auflésung 2 Stunden im 
siedenden Wasserbad erhitzt: Das Glykogen wurde mit dem doppelten 
Volumen Alkohol’ gefillt und nach Pfliiger bestimmt. 

Die Versuche liefen zum Teil in verschlossenen Kélbchen, zum anderen 
Teil unter Gasdurchleitung. 


Im Sauerstoffstrom erfolgt die Abnahme des reduzierenden 
Zuckers langsamer als in Stickstoff. 


Leukocyten (1,2 g) vom 13. XI. 36. 
Abnahme der Glucose (24,3 mg) in 75 Min. im geschlossenen GefiB 15,3 mg 


| ‘ - (24,3mg) ,, 75 ,, im Sauerstoff. ... . 13,2mg 
Leukocyten (1,2 g) vom 19. XI. 36. 

Abnahme der Glucose (28,7 mg) in 30 Min. in Stickstoff. ... . 8,7 mg 

, Fructose (30mg) ,, 30 ,, __,, - tern a Se 

9 ‘s (30mg) , 30 ,, ,, Sauerstoff. .... 4,7 mg 


Auch die Milchsiurebildung verliuft, wie aus der Tab. 2 
hervorgeht, in Sauerstoffatmosphire mit verminderter Geschwin- 
digkeit. 

Aber dieser Einflu8 von Sauerstoff im Vergleich mit Stickstoff tritt 
nicht klar zutage. Bei einer anderen Versuchsanordnung, vorangehendem 
i stiindigem Durchleiten von Sauerstoff durch die Leukocytensuspension 
in 3°/,igem Phosphat (py = 7,45) und darauffolgendem Zusatz von Glucose 
(30 mg), lief die Milchsiurebildung nicht anders als sonst weiter. 


1) J. of Biol. Chem. 73, 335 (1927). 
*) Diese Z. 211, 211 (1932). 
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Tabelle 2. 


Milchsdurebildung der Leukocyten in Stickstoff- und Sauerstoffatmosphiire. 


(Die Werte beziehen sich auf ?/; des Versuchsansatzes, also 1,2 g frische 

Leukocyten. Der Milchsiure-zuwachs ist durch Subtraktion der aus sechs 

wenig differierenden Einzelbestimmungen ermittelten anfinglichen Milch. 
siiuremenge (2,57 mg) berechnet.) 





dauer 


Angewandter 


Atmosphiire 
Zucker 


Versuch 


Versuchs- 


Gefundene 
Zuwachs an. 
Milehsiiure 


Milchsiure 


ae 
a 
~— 
TS 


1936 Min. mg 





24,3 mg Glucose | 75 | verschloss.GefiB |12,51] 9,94 
59,0 mg Glucose | 75 Stickstoff 13,44 | 10,87 
24,3 mg Glucose | 7 13,69 | 11,12 
‘ 


1. Leukoe. v. 13. XII. 

















D ” 
24,3 mg Glucose | 75 Sauerstoff 9,74] 7,17 
2. Leukoe. v. 17. XI. [31,1 mg Glucose | 60 Stickstoff 11,15] 8,58 
26,9 mg Fructose} 60 - 11,52] 8,95 
26,9 mg Fructose} 60 Sauerstoff 7,50] 4,98 
3. Leukoc. v. 19. XI. | 28,7 mg Glucose | 30 Stickstoff 5,75] 3,18 
30,0 mg Fructose | 30 » 5,32] 2,75 
30,0 mg Fructose} 30 Sauerstoff 4,46] 1,89 


Die Milchsiure in 1,2 g Leukocyten betrug zu Anfang 2,63, nach der 
Vorbehandlung 6,39, nach 1 Stunde mit Glucose 10,32 mg; Glucoseabnahme 
6,7 mg. In einem Vergleichsversuch mit Stickstoff bei sofortigem Ansetzen 
mit Glucose stieg die Milchsiure (aus eigenem Glykogen und entstehendem 
Glykogen) in 1 Stunde auf 10,75 mg an; Glucoseabnahme 10,7 mg. 

Das enzymatische System hat also durch die Behandlung mit Sauer- 
stoff nicht deutlich gelitten. 

Insulin und Adrenalin iibten auf die leukocytire Glykogen- 
synthese und Glykogenolyse keinen erheblichen und sicher zu 


erkennenden EinfluB aus. 


py-Abhingigkeit. Die hier behandelten Erscheinungen 
des Auf- und Abbaus sind nicht so sehr von der Wasserstoftzahl 
der Fliissigkeit abhingig, daB ihr Verlauf, nimlich die Umwand- 
lung von Glucose in Milchsiure, von der Reaktion des Mediums 
entscheidend bestimmt wiirde. Es kam in erster Linie darauf an, 
den Zustand der weifen Blutkérperchen zu schonen und die 
Fliissigkeitsmengen in engen Grenzen zu halten. Deshalb muBte 
mit der Konzentration und Menge des Phosphatpuffers Zuriick- 
haltung geiibt werden. Konstanz des Mediums lieB sich dabei 
nicht erreichen. Dieser Schwierigkeit begegnet man besonders 
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bei den Vorgingen der Milchsiurebildung. GréBere Elektrolyt- 
konzentration ist zu vermeiden, kleinere reicht, namentlich wenn 
die Fliissigkeitsmengen gering sein sollen, nicht zum Puffern aus. 
Wir pflegen die Versuche mit p,.-Bestimmungen zu begleiten; 
die Inkonstanz kénnen wir nur einschrinken, nicht abstellen. 
Viele p,-Angaben der Literatur beziehen sich nur auf Versuchs- 
beginn. 
Tabelle 3. 
Pp-Abhangigkeit der Glykogen-Synthese und der Glykogen-Spaltung. 


Die Zahlen beziehen sich auf ?/, des Ansatzes (entspr. 1,2¢ frische 
Leukocyten); 37°; zugesetzte Glucose = 29 mg. 






































Obwohl es also noch nicht gelang, konstante Verhiltnisse 
zu schaffen, um die Abhingigkeit der Kohlenhydratumwandlung 
von der Reaktion des Mediums zu priifen, ergab sich doch aus 
unseren Versuchen, welche die Tab. 3 verzeichnet, daB sowohl der 
Hexoseverbrauch, also die Glykogensynthese, wie der Abbau des 
Glykogens bis zur Milchsiure in schwach alkalischem Medium 
mit viel gréBerer Geschwindigkeit als in schwach saurem verliuft. 
Besonders die Versuche 2 und 3 zeigen, daf fiir die beiden 
Reaktionen der Bereich von p,, = 7,5—6,8 viel giinstiger ist als 
von 6,5—6,4. Aber in saurem Medium ist die Milchsiurebildung 
noch mehr benachteiligt als die Glykogensynthese, deren Nach- 
weis daher am besten bei schwach saurer Reaktion, namlich bei 
Dy, = 6,4—6,6, gelingt. 


-oleg o .eji]e2e¢ 
© 2 @ so nee s 
Anfangs-py s E a) Sh | Pe [se 
, Versuchs-| 5 2 | a a1 8. 
Versuch und +t = 5lab] 2 s2 1&0 
End-py mm [PSS] SS [8a /55 
1936 mg | mg mg mg | mg 
1. Leuk. v. 2. XII. 6,6 —> 6,5 40 Min. | 7,7] 5,7 5,8 | 2,58 | 7,00 
- 6,95>6,70 | 40. ,, 8,9] 5,7 4,5 | 2,58] 7,11 
7,25 > 6,80 | 40. ,, 9,2] 5,7 41 | 2,58] 9,24 
, Leuk. v. 9. XII. 6,45 —> 6,10 oe , 7,6 | 2,6 3,9 2,70 | 7,05 
6,90-> 6,60 | 60 , [12,4] 2,6 4,7 | 2,70 | 10,54 
7.50->6,75 | 60 ,, [13,1] 2,6 4,1 2,70 | 12,37 
s, Leuk. v.18. XII.] 6,5 > 6,4 60 9,5| 9,6 11,7 | 2,63] 7,19 
7,0 -> 6,7» 6,45| 60 Min., | 9,1| 9,6 | 10,7; 11,1] 2,63 | 3,8 
21/, Std. 
7,6 -> 6,9 60 Min., | 13,3] 9,6 | 8,9; 9,2] 2,63 | 12.47 
2'/, Std. 
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Ks wird wohl méglich sein, die Fliissigkeitsmenge und -Konzen- 
tration noch zu steigern und dadurch gréfere Prizision des Ver- 
gleichs zu erzielen. 


Verhalten der Erythrocyten gegen Glucose. 


Das eingehende Referat von K. Lundsgaard}), ,,Die Glyko- 
lyse“, kommt zu dem SchluB, es sei sicher, daB die verschiedenen 
Formelemente des Blutes, Erythrocyten und Leukocyten. das 
Vermégen besitzen, Zucker zu spalten, und ebenfalls, daB die 
Leukocyten pro Zelle ein viel stirkeres Glykolysevermégen he- 
sitzen als die Erythrocyten. Wir finden es aber unwahrschein- 
lich, daB man die Erythrocyten fiir die Vergleichung geniigend 
rein, naimlich frei von Leukocyten, angewandt hat. Dieses Be- 
denken bezieht sich besonders auf die Verarbeitung kleiner Blut- 
mengen, z. B. Menschenblut. Scheidung in der Zentrifuge scheint 
uns keine Gewahr zu bieten, daf nicht den roten Blutkérperchen 
noch weife in stérender Menge beigemischt sind. 

Fiir unsere Versuche diente neutrales bis schwach alkalisches 
Medium. Wahrend die Phosphatmischung in den Versuchen mit 
Leukocyten siuerte, wurde sie bei den Erythrocyten alkalischer. 

Wir beobachteten unter den Bedingungen, die sich beim 
Glucoseumsatz durch Leukocyten bewihrt hatten, aber mit der 
3fach gréBerem Trockengewicht entsprechenden Menge von Erythro- 
cyten in 3—4 mal langerer Versuchsdauer keine Spur von Glucose- 
verbrauch und nur minimale Milchsiurezunahme, die sich auf 
andere Weise als durch Glucoseabbau erkliren liBt. 

Fiir die Isolierung von Erythrocyten aus Pferdeblut ver- 
arbeiteten wir Chargen von 4 Litern und trennten aus dem Citrat- 
blut das Plasma mitsamt Leukocyten schon vor dem Zentrifugieren 
von dem Erythrocytensediment ab. Von diesem wurde ein aliquoter 
Teil herauspipettiert, und zwar nur von der untersten Schicht, 
und in der Zentrifuge nach weiterer Trennung vom Plasma 2 mal 
mit physiologischer Salzlésung gewaschen. Waren auch unsere 
Erythrocyten nicht ganz homogen, so spielte dies hier keine 
Rolle, da wir gar keinen Glucoseverbrauch zu finden vermégen. 

1. Beispiel: Erythroeyten vom 11. XII. 36; Trockengewicht 38,5 °/. 

In den Erythrocyten Glykogen 0, Glucose 0, Milchsdure 0,40 mg (in *, 


des Ansatzes). Angewandt 5,0 ¢ frische Erythrocyten mit 6 cem Phosphat 
und 2 cem Glucoselésung (76,8 mg). Versuch bei 37°, 2'/, Stunden. 


1) a. a. O. — Von neueren Arbeiten iiber Glykolyse im Blut seien 
hervorgehoben: Sz. Donhoffer u. M. Mittag, Dtsch. Arch. klin. Med. 
163, 65 (1928); I. Katayama, J. Labor. a. clin. Med. 12, 239 (1926). 
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pp eingestellt auf 7,1, nach 2", Stunden 7,35. 

Am Ende Glykogen 0, Glucoseabnahme 0, Milchsiurezunahme 0,77 mg 
in ?/, des Ansatzes). Nach Fortfiihrung mit Toluol iiber Nacht war die 
Glucose unverindert. 

2. Beispiel: Erythrocyten vom 15. XII. 36; Trockengewicht 33,7 °/). 

Anfangszustand: Glykogen 0, Glucose 0, Milchsiure 0,47 mg (in 2), 
des Ansatzes). Angewandt 5,6 g frische Erythrocyten mit 6 ceem Phosphat 
und 2 ecem Glucoselésung (78,8 mg). Versuch bei 37°, 6 Stunden. 

Py anfangs 7,0, nach 6 Stunden 7,4. 

Am Ende Glucose unverindert (78,8 mg), Milchsiure 0,63 mg (in 2), 
des Ansatzes). 

Amylasewirkung: 5,6 g Erythrocyten mit 106 mg Stirke unter Toluol- 
zusatz bei py = 7,2 (5 Stunden bei 37°). Kein Reduktionsvermégen. 


2 


Unsere Ergebnisse weichen von den eingehenden Unter- 
suchungen von O. Meyerhof!) ab, dem es anscheinend gelungen 
ist, das milchsiurebildende Ferment aus den Erythrocyten ab- 
zutrennen und es genauer Untersuchung zu unterziehen. 


SchluBbetrachtung. 


Das rechte. Ausgangsmaterial fiir Isolierung kohlenhydrat- 
abbauender Enzyme sind, wie unsere Untersuchungen der letzten 
7 Jahre wohl gezeigt haben, die farblosen, nicht die roten Blut- 
kérperchen. Da aber die Leukocyten ein Gemisch verschiedener 
Zellarten darstellen, wird es unser Ziel sein, die vorliegende 
Untersuchung auf homogene Leukocyten steril erzeugter Exsudate 
auszudehnen. Man vermag bei chronischer Entziindung haupt- 
sichlich ,mononucleiire“ Zellen (nach Bakker) zu gewinnen, die 
nach den Untersuchungen von A. Bakker?) niemals Glykogen 
enthalten, wihrend sie anaerob und aerob Glucose in Milchsiure 
spalten sollen. 

Unsere Arbeit hat gar keine Anhaltspunkte dafiir ergeben, dab 
die farblosen Blutzellen Glucose abzubauen vermégen. Direkte 
Glykolyse, die man bisher angenommen hatte, findet nicht im 
Blute und nicht in der Suspension isolierter Leukocyten in phos- 
phathaltiger Glucoselésung und nicht in Erythrocyten statt. Die 
Hexose wird vielmehr auf dem Weg iiber Glykogen ausgeniitzt 
und abgebaut. Die Amylasen der Leukocyten bewirken Riick- 
bildung reduzicrenden Zuckers, was bei Schiidigung des milch- 
siurebildenden Systems durch Zellgift in den Vordergrund tritt. 


1) Biochem. Z. 246, 249 (1932). 
*) Klin. Wschr. 6, 252 (1927). 
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In den unversehrten Leukocyten ist diese Wirkung der Amylasen 
eine Teilfunktion der Milchsiurebildung. Dadurch entsteht aus 
Glykogen eine reaktionsfaihige Zuckerform, die dem Abbau zu 
Milchsaéure anheimfillt, und die andererseits bei Ausschaltune 
des lactacidogenen Systems in Maltose und Glucose iibergehey 
kann. Der physiologische Sinn des Umwegs von Glucose iiber 
Glykogen zu lactacidierbarem Zucker diirfte darin liegen, dab dic 
Blutzellen, wenigstens ein Teil der farblosen Zellarten, mit den 
Vermégen ausgeriistet sind, in der Form von Glykogen Energie 
zu speichern. 

Ebensowenig wie fiir die Bildung von Milchséiure aus Glucose 
in Leukocyten hat sich aus unseren Versuchen (bei Anwendung 
von Sauerstoff) ein Anzeichen der Bildung von Kohlenhydrat aus 
Milchséiure ergeben. Die Bildung von Glucose aus 1-(+)-Milch- 
siure (in Froschmuskeln) ist eine fundamentale Angabe in der 
Chemie des Muskels, die sich aus den groBen Untersuchungen 
von O. Meyerhof!) ergeben hat. Aber das T'atsachen- und 
Zahlenmaterial dieser Erscheinung ist nicht ausreichend, es ist 
erginzungsbediirftig. In unseren noch nicht veréffentlichten Ver- 
suchen mit Muskeln von Warmbliitern?) sind wir keiner Beob- 
achtung begegnet, die auf Umkehr der Milchsiurebildung hin- 
deutete. 


Zusammenfassung. Es gibt keine Glykolyse im Blut. 
Das Verschwinden des Blutzuckers beruht auf Glykogensynthese 
und Glykogenolyse. 


1) Die chemischen Vorgiinge im Muskel, Berlin 1930; vgl. besonders 
S. 47, 55, 185, 230. — Vgl. dazu die bestitigenden Angaben von A. Hahn, 
H. Belmonte u. H. Niemer, Z. Biol. 91, 441 (1931). 

*) Fiir Warmbliiter wurde die Meyerhofsche Annahme der Kohlen- 
hydratsynthese aus Lactat schon abgelehnt von A. Hahn, E. Fischbach 
u. H. Niemer, Z. Biol. 91, 53 (1930). 
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Die Wirkungen von Cozymase, Adenylsaure und Cocarboxylase 
und ihre Beeinflussung durch Mn . 
Von 
H. vy. Euler, E. Adier, G. Gitnther und R. Vestin. 


Mit 2 Figuren im Text. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1937.) 


Die Aufgabe der Cozymase bei der alkoholischen Giarung 
wurde in der Ubertragung des Wasserstoffs von dem als Donator 
fungierenden Zwischenprodukt (Triosephosphorsiure) auf Acet- 
aldehyd erkannt?). DaB Adenylsiure die Cozymase nicht ersetzen 
kann, geht bereits aus alteren Versuchen hervor?), Wir konnten 
weiterhin zeigen, daB auch der oxydoreduktive Teilvorgang bei 
der Muskelglykolyse durch das System Cozymase- Dihydro-co- 
zymase katalysiert wird*); zu dem selben Ergebnis waren etwa 
gleichzeitig Meyerhof und Ohlmeyer gekommen‘). Auf der 
andern Seite war der Mechanismus der Adenylsiurewirkung als 
Phosphatiibertragung erklart worden (Lohmann, Euler und 
Adler, Parnas, Meyerhof). 

Ehe die Reindarstellung der Cozymase abgeschlossen war, 
waren Versuche ausgefiihrt worden, die dafiir sprachen, daB Co- 
zymase ebenso wie Adenylsaiure zur Ubertragung von Phosphat- 
gruppen unter intermedidirer Bildung einer Polyphosphorsiure 
fahig sei*), Meyerhof und Kiessling hatten geglaubt, die Iso- 
herung eines Cozymase-pyrophosphates beschreiben zu kénnen°®”). 


1) Euler, Adler u. Hellstrém, Diese Z. 241, 239 (1936); Ohl- 
meyer, Biochem. Z. 287, 212 (1936). 

4) Vgl. z. B. Euler, Adler, Schlenk u. Giinther, Diese Z. 238, 
144 (1935). 

*) Euler, Adler u. Giinther, Diese Z. 245, 217 (1936). 

*) Naturwiss. 24, 741 (1936). 

*) a) Vgl. z. B. Euler u. Giinther, Diese Z. 235, 112 (1935); 
b) Meyerhof u. Kiessling, Naturwiss. 24, 557 (1936). 
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Spiiter wurde jedoch, zuerst von Euler, Vestin und Heiwinkel‘), 
gefunden, daB die Cophosphorylasewirkung von Cozymasepriparaten 
bei geeigneter Reinigung vdollig verschwindet. Eine eingehende 
Priifung reinster Cozymase zeigte dann, daB diese die Adenyl- 
siiure oder alkaliinaktivierte Cozymase nicht ersetzen kann, und 
zwar in folgenden 4 Systemen**): 

(I) Milchsaiurebildung aus Glykogen in Muskelextrakt; (II) Mine- 
ralisierung von Phosphoglycerinsiure in Muskelextrakt; (III) Um- 
esterung von Phosphokreatin mit Cophosphorylase in Muskel- 
extrakt; (IV) Umesterung von Phosphobrenztraubensiure mit 
Cophosphorylase in Hefemazerationssaft. 

Fiir die Muskelglykolyse durfte daher die Frage des Coenzym- 
bedarfs als entschieden gelten: Adenylsiiure (Cophosphorylase) 
und Cozymase (Coredoxase) sind nebeneinander notwendig und 
kénnen einander nicht ersetzen. Bei der Hefegirung lagen die 
Verhiltnisse nicht so eindeutig. Es konnte zwar festgestellt 
werden, daB bei der isolierten Teilreaktion ([V) die Adenylsiure 
nicht durch Cozymase ersetzbar ist. Jedoch wurde gefunden, 
daB bei der Vergirung von Phosphobrenztraubensiure in Gegen- 
wart von Glucose und Jodacetat (System V) die Adenylsiure 
durch Cozymase vertreten werden kann"). Auf Grund des Ver- 
haltens der Cozymase im System (IV) und wegen der Kompli- 
ziertheit des Systems (V) sahen wir uns jedoch nicht dazu be- 
rechtigt, die Cozymasewirkung in letzterem System als eine 
Phosphatiibertragung im gewdéhnlichen Sinne zu betrachten und 
betonten ausdriicklich, daB diese Frage nicht als gelist 'an- 
gesehen werden darf. 

Die voranstehende Darstellung erachten wir fiir notwendig, 
weil Ohlmeyer und Ochoa’) aus dem Institut von O. Meyerhof 
soeben eine kurze Mitteilung veréffentlicht haben, durch die der 
Leser, der mit den verwickelten Fragen des Kohlenhydrat- 
abbaus nicht im einzelnen vertraut ist, leicht zu unrichtigen 
Vorstellungen gelangen kénnte. In der genannten Mitteilung 
wird der interessante Befund beschrieben, daB die Wirksamkeit 
von Adenylsiiure und Cozymase in dem obengenannten System (V) 
durch kleine Mengen Mangan gesteigert wird, und zwar ist der 


®) Svensk Kem. Tidskr. 48, 176 (1936). 

7) a) Euler, Adler, Giinther, Heiwinkel u. Vestin, Sv. Vetensk. 
Akad. Ark. Kemi, 12 B, Nr. 24 u. 25 (1936); b) Euler u. Adler, Diese 
Z. 246, 83 (1936); c) Schlenk, Euler u. Heiwinkel, Diese Z. im Druck. 

5) Naturwiss. 28, 253 (1937). 
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Die Wirkungen von Cozymase, Adenylsiiure und Cocarboxylase usw. 1929 


KinfluB des Mangans auf die Cozymase noch stirker ausgepriigt 
als auf die Adenylséiure. Nach Ansicht der Autoren soll die 
Rolle des Mangans darin bestehen, da die Cozymase reversibel 
zur Phosphatiibertragung befahigt wird*). Da weiterhin mitgeteilt 
wird, daB auch die Glykolyse in Muskelextrakt durch Cozymase 
allein ausgelést werde, wenn gleichzeitig Mangan zugesetzt wird, 
so kénnte man zu der Auffassung kommen, daf ganz allgemein 
die Cozymase in Gegenwart von Mangan als Cophosphorylase 
wirken kann. 

Wir haben nun Versuche unternommen, um die Frage zu 
prifen, ob eine solche Verallgemeinerung zulissig ist oder ob 
die von uns getroffene Abgrenzung von Cophosphorylase und 
Codehydrase’) auch unter Einbeziehung eventueller Mangan- 
effekte weiterhin zu Recht besteht. Wir haben wiederum die 
obengenannten Systeme I—IV herangezogen und folgende Kr- 
sebnisse erhalten: 


(I) Glykolyse im Muskelextrakt. (Tabelle 1.) Extrakt aus Ratten- 
muskel, Extrakt A 3 Stunden, Extrakt B 2'/, Stunden aus Collodiumhiilsen 
gegen 0,6°/, KCl dialysiert. Enzymlésung enthilt auf 10 cem Extrakt 1 ccm 
0,1 m-Phosphatpuffer py = 7,4 und 1 cem 2,6 °/, Bicarbonat; 0,5 mg MgSO, 
pro Kubikzentimeter; Spur Hexosediphosphat. Jeder Ansatz enthilt 3 ccm 
Enzymlésung, sowie die in der Tabelle angegebenen Zusitze (Mn als MnSO, 
-7H,O). Gesamtvol. 4 cem, Reaktionszeit fiir Extrakt A 120 Minuten, fiir 
Extrakt B 240 Minuten, Temperatur 22°C. Milchsiurebestimmung nach 
Fiirth-Charnas. 


Die Versuche zeigen: a) dab zum Zustandekommen der (maxi- 
malen) Milchsiurebildung sowohl Cozymase als Adenylsiaure not- 
wendig sind (Vers. 5, 8, 11 bzw. 14, 20, 22). Dieser Nachweis ist 
fiir die Totalglykolyse im Muskelextrakt hiermit zum erstenmal er- 
bracht™); friihere Versuche* 4) beschriinkten sich auf den Nachweis 
der Cozymasewirkung an isolierten oxydoreduktiven Teilreaktionen. 
b) Cozymase allein ist ohne Wirkung (Vers, 14, 16,18 mit Extrakt B; 
in den Versuchen mit Extrakt A war entweder das Cozymase- 
oder das Enzympraparat nicht véllig frei von Cophosphorylase). 


*) Es sei bemerkt, daB wir einen Ubergang (Gleichgewicht) 
Cozymase <—> Cophosphorylase als Hilfshypothese fiir eine Erklirung der 
Cozymasewirkung im System V bereits diskutiert haben [vg]. Diese Z. 246, 
47i—98 (1937)]. 

**) Vgl. den analogen Nachweis fiir die Tumorglykolyse [Boyland, 
Boyland u. Greville, Biochemie. J. 31, 461 (1937)], sowie fiir die Ge- 
hirnglykolyse [Adler, Calvet, Euler u. Giinther, Naturw. 25, 282 
(1937)}. 


g* 
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Cozymase allein bleibt praktisch ohne Wirkung auc} 
nach Zusatz von Mangan. Dieser Befund steht im Gegensatz 
zu der einstweilen nicht mit Zahlen belegten Angabe der Heidel- 
berger Autoren’). c) Mangan aktiviert unter gewissen Bedingungen 
die Glykolyse**), niimlich bei Anwesenheit von Adenylsiiure und 
suboptimaler Menge Cozymase, z. B. der Kigencozymase des Ex- 
traktes (Vers. 8,9 bzw. 20, 21 und 24, 25). 



















Tabelle 1. 






































veeiee Extrakt |Glykogen| Cozymase —— Mn” poy 
Nr. mg mg mg Y mg 
l { _— — 0,15 
2 — 22 0,12 
3 15 a 0,13 
4 15 =| — — 22 0,17 
5 15 | 0,5 _ 2.19 
6 A 15 A} 0,5 _ 22 2.04 
7 15 7 0,1 — 22 0,24 
8 15 e 0,5 — 1,25 
9 15 & 0,5 22 2,39 
10 15 &] — 0,1 22 0,37 
11 15 0,1 0,5 7 3,79 
12 15 0,1 0,5 22 3,76 
3 15 _ — 22 0,15 
14 15 0,5 — —~ 0,27 
15 15 a | 0,5 -- 22 0,27 
16 15 = | 0,2 se 0,15 
17 15 = 1 0,2 — 22 0,24 
18 15 vz | 9,1 — 0,19 
19 B 15 5 Oye — 22 0,24 
20 15 so | — 0,5 — 0,40 
21 15 Si: 0,5 22 0,91 
22 15 = 10,1 0,5 — 3,22 
23 15 | 0,1 0,5 22 3,04 
24 15 0,1 0,1 — 0,36 
25 15 0.1 0,1 22 0,49 


(II) Mineralisierang von Phosphoglycerinsaéure (Tab. 2). 2,0 ccm 
Reaktionsmischung, enthaltend 0,7 cem Extrakt aus Acetonpulver (dar- 
gestellt durch Acetonfillung eines gegen 0,9°/, KCl dialysierten Ratten 





3) a) Vgl. auch Th. Wagner-Jauregg u. Rzeppa, Diese Z. 243, 
166 (1936). 
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muskelextraktes), Veronalpuffer py = 7,4, Phosphoglycerinsiure-Na- salz 
(Gesamtkonzentration 5mM), Mg (Konzentration 1 mM), Reaktionszeit 60 Mi- 
nuten bei 30°. 


Tabelle 2. 





Versuch Co-Enzym- Mangan- E ome Mg 
Nr. Konzentration Konzentration | in clea Poem 
1 Ohne Zusatz — 0,15 
2 0,025 mM Adenylsiiure — 0,31 
$ 0,025 mM = 16 mM 0,18 
4 0,05 mM - — 0,61 
5 0,10 mM re “= 0,92 
6 0,10 mM i 16 mM 0,65 
7 0,25 mM - 1,16 
~ 0,20 mM Cozymase : 0,17 
9 1,00 mM - 0,37 
10 1,00 mM " 2mM 0,40 
1] 100 mM s 16 mM 0,21 











In dieser Versuchsanordnung macht sich eher ein hemmender 
als ein aktivierender EinfluB des Mangans auf die Adenylsiiure- 
katalyse bemerkbar. Cozymase wird durch Mangan nicht 
zur Mineralisierungswirkung befihigt; werden so grobe 
Mengen Cozymase eingesetzt, daB (infolge von begleitenden Co- 
phosphorylasespuren) ein schwacher Mineralisierungseffekt auftritt, 
so bewirkt Manganzusatz keine weitere Steigerung. 


(111) Umesterung von Phosphokreatin auf Cophosphorylase (‘T'ab. 3). 
2,0 cem Reaktionsmischung, enthaltend 0,7 cem gealterten Kaninchenmuskel- 
extrakt, 17 Stunden dialysiert, Phosphokreatin und Mg, Gesamtkonzentration 
1,0 mM, pg = 6, Reaktionszeit 10 Minuten bei 20°. 








Tabelle 3. 

Ve y-Atom P/cem 
ersuch Acceptor- Mangan- |— a ERaae Sere 
Nr. Konzentration Konz. ; nach 7 Min. | 7; 

direkt Hydrolyse | Differenz 

l 0,5 mM Adenyls. a 0,78 | 1,35 | 0,57 
2 10mM _,, ae 0,88 1,49 0,61 
3 0,5 mM “ 2mM 0,76 | 1,30 0,54 
4 2,0 mM Cozymase 1,26 1,41 0,15 
5 40mM __,, an 1,07 1,52 0,45 
6 40mM_,, 2mM 1,24 1,52 0,28 
7 Ohne Acceptor — 1,29 1,31 — 

8 a . 2mM 1,24 1,21 _ 























132 H. v. Euler, E. Adler, G. Giinther und R. Vestin, 


Das verwendete Cozymasepraparat bildet in der angewandten 
Konzentration eine gewisse Menge leicht hydrolysierbaren Phos- 
phates (Verunreinigung?). Bei Zusatz von Mangan wird diese 
Menge jedoch nicht erhéht, eher etwas erniedrigt. 


([V) Umesterung von Phosphobrenztraubenséure mit Cophosphory- 
lase in Hefemacerationssaft (Fig. 1). Der hier wiedergegebene Ver- 
such ist mit der gleichen ''rockenhefe ausgefiihrt worden, die 
Ende 1936 fir die in dieser Zeitschrift’») mitgeteilten Versuche 
Verwendung fand. Das Bild ist, offenbar infolge der Alterung 
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Fig. 1. 


Vergaérung von Phosphoglycerinséure. 2,0 ccm Reaktionsmischung, enthaltend 0,006 mol. 

Phosphoglycerinséure, 0,03 mol. Jodacetat, 0,1 mol. Phosphatpuffer py = 6,33, 0,3 ccm un- 

dialys. Macerationssaft. Ferner: Kurve 1: kein Zusatz, Kurve 2: 5-10-4 mol. Mn, Kurve 3: 

10-* mol. Adenylsiure, Kurve 4: 10-* mol. Adenylsiure + 5-10-* mol. Mn, Kurve 5: 

10-* mol. Cozymase, Kurve 6: 10-* mol. Cozymase + 5-10-* mol. Mn, Kurve 7: Na-pyruvinat, 
Kurve 8: Na-pyruvinat + 5-10-* mol. Mn. 


der Hefe, gegeniiber den friiheren Versuchen verindert, insofern 
als die Garungen langsamer verlaufen (Kurven 1, 3 und 5). Im 
Prinzip tritt aber der Unterschied in der Wirkung von Adenyl- 
siure und Cozymase ebenso deutlich hervor. Zusatz von Mangan 
bewirkt eine starke Beschleunigung sowohl der Nullgirung (Kurve 2) 
als der Girung in Gegenwart von Adenylsiure*), In klarer Weise 
zeigt sich aber auch bei dieser Versuchsanordnung, dab Mangan- 
zusatz die Cozymase nicht zur Aufnahme von Phosphat- 
gruppen in einer der Adenylsiurereaktion vergleich- 
baren Weise befahigt. 

*) Zusatz von Zinkacetat an Stelle von MnSO, bewirkte in Gegen- 
wart von Adenylsiure ebenfalls eine Steigerung der Girgeschwindigkeit, 


die allerdings klein war im Vergleich zur Manganwirkung. Cadmiumsulfat 
war ohne EinfluB. 
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Als Angriffspunkte der Manganaktivierung im System (IV) 
kommen besonders in Frage die Phosphatiibertragung von Phospho- 
brenztraubensiure auf die Cophosphorylase (z. B. Adenylsiure) oder 
die Vergirung der freigelegten Brenztraubensiure. DaB letztere 
Reaktion jedoch bereits ohne Mangan mit groBer Geschwindigkeit 
verliuft, zeigt Kurve 7. Es spricht also nichts dagegen, dab die 
Manganaktivierung an der eigentlichen Phosphorylasereaktion ein- 
setzt. Daneben erfahrt allerdings auch die Carboxylasereaktion eine 
Beschleunigung, wie aus Kurve 8 ersichtlich ist. Fig. 2 zeigt den 
aktivierenden KinfluB des Mangans auf die Carboxylasewirkung noch 
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Fig. 2 


Decarboxylierung von Brenztraubensiure. 4,0 ccm Reaktionsmischung, enthaltend 0,1 ¢ 

Atiozymase, 1,0ccm 0,1 mol. Phosphatpuffer py = 6,5, 30mg Na-pyruvinat. Ferner: 

Kurve 1: kein Zusatz, Kurve 2: 4mM MnS0O,, Kurve 3: Cocarboxylase, Kurve 4: Cocarb- 
oxylase + 4mM MnS0Q,. 


deutlicher; das System besteht hier aus Atiozymase und Cocarboxy- 
lase [aus Hefe%)]. Die Manganaktivierung der Carboxylase ist be- 
reits von Hamamoto?*) beobachtet worden. Es war von Interesse, 
ob auch der dritte Typus von Reaktionen, die durch phosphorsiure- 
haltige Co-Enzyme katalysiert werden, nimlich die Dehydrase- 
reaktionen, durch Mangan beeinfluBbar sind. Wir konnten aber 
im System Athylalkohol + Alkoholapodehydrase + Cozymase keine 
Beschleunigung der Dihydro-Cozymasebildung durch Mangan fest- 
stellen. Die kurze Angabe von Warburg und Christian"), 
wonach die Bildung von Dihydro-Cozymase bei Anwendung von 





*) Vel. Auhagen, Diese Z. 204, 149 (1932); Lohmann, Naturw. 26, 
26 (1987). 

1°) Orient. J. Dis. Inf. 18, 57 (1935); vgl. C. 1936, I, 4030. 

11) Biochem. Z. 287, 291 (1937), FuBnote S. 323. 
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Hexosemonophosphorsaure als Substrat durch Mangan beschleunig; 
wird, diirfte deshalb so zu verstehen sein, daB die der eigent.> 
lichen Dehydrierung vorausgehende enzymatische Umwandlung f 
der Hexosemonophosphorsiiure der durch Mangan beeinflubte f 
Reaktionsteil ist. | 

Was die Deutung der Cozymasewirkung‘” *) im System (V 
betrifft, so méchten wir die friiher gemachten Vorbehalte aut. 
rechterhalten und die Entscheidung dariber, ob Cozymase hier 
tatsiichlich als Phosphatiibertriger fungiert, aufschieben, bis iiber f 
den Mechanismus dieser Reaktion Genaueres bekannt ist. 

Es hat sich also ergeben, daB in den hier untersuchten 
Reaktionen, in denen Adenylsiure und alkaliinaktivierte Cozymase 
als Cophosphorylase wirksam sind, reine Cozymase aber unwirksan 
ist, ein Manganzusatz die Cozymase nicht zur Phosphatiiber- 
tragung befahigt. 
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135 
Uber die Fettsiuren der Tuberkelbazillen. 
Von 
Th. Wagner-Jauregg. 
(Aus dem Chemotherapeutischen Forschungsinstitut ,,Georg Speyer-Haus‘‘ Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mirz 1937.) 


Aus Tuberkelbazillen wurden von R.J.Anderson und 
EK. Chargaff}) auBer einer Anzahl der gewohnlichen Fettsiuren 
einige isoliert, die spezifisch fiir diese Bakterien sind, nimlich 
die Tuberkulo-stearinsiure, die Phthionsiure und eine Triakontan- 
siure. Chemisch zeichnen sich diese 3 Stoffe dadurch aus, daf sie 
verzweigte Kohlenstoffketten besitzen, im Gegensatz zu den 
iibrigen natiirlichen Fettsduren. 

Die Tuberkulo-stearinsaure hielt man urspriinglich, wie 
schon der Name sagt, fiir isomer mit der Stearinsiure. M. A. Spiel- 
mann?) zeigte aber, daB sie nicht 18 Kohlenstoffatome, sondern 
die Summenformel C,,H,,O, besitzt und als 10-Methyl-stearinsiiure 
zu formulieren ist. 

Dieser Befund legt eine spekulative Betrachtung iiber einen méglichen 
biogenetischen Zusammenhang zwischen der Tuberkulo-stearinsiiure und 
dem aus Tuberkelbazillen isolierten Phthiocol (I) nahe: dieser Naphtho- 
chinon-Farbstoff und die Ketosiure (II), die durch Oxydation der 10-Methyi- 


stearinsiure (Tuberkulo-stearinsiiure) an der Verzweigungsstelle entstehen 
kénnte, besitzen nimlich das gleiche Kohlenstoffgeriist: 


O 
Tl CH, CH, 
ee. H,C~ \CH,~ \CO—CH, 
(I) (II) | 
WON 50H H,C\__CH,__-COOH 
I CH, CH, 


Die Phthions&ure ist optisch aktiv und es wird ihr die 
Summenformel C,,H,,O, zugeschrieben. Sie (oder eine ungesittigte 
Vorstufe) ist ein charakteristischer und konstanter Baustein des 
in Tuberkelbazillen enthaltenen Phosphatides. Dieses Tuber- 
kulo-phosphatid ist biologisch von groBem Interesse, denn unter 


1) Siehe z. B. Anderson, Physiologic. Rev. 12, 166 (1932). 
*) J. of Biol, Chem. 106, 87 (1934). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVIT. 10 
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seiner EKinwirkung wird im Tierversuch typisch tuberkuléses 
Gewebe aus normalem auch ohne Zutun von lebenden oder toten 
Tuberkelbazillen gebildet, wie Sabin und Doan sowie F. Roulet 
mit ihren Mitarbeitern gezeigt haben’). Ferner vermag das Tuber- 
kulo-phosphatid auch in seiner reinsten Form, ohne EiweiBbzusatz, 
Vollantigenwirkung zu entfalten (K. Meyer, Dienes, Pinner, 
Doan und Moore, Pedersen-Bjeergard).. Wahrscheinlich ist 
fiir dieses Verhalten die Strukturfremdheit der Phthionsdure yon 
ausschlaggebender Bedeutung’). 

Zur Darstellung der I'bc-Fettsiuren war es bisher nitig, 
von betrichtlichen Mengen lebender Tuberkelbazillen auszugehen, 
die einige Wochen lang mit Lipoidlésungsmitteln extrahiert werden 
miissen. Das Arbeiten mit dem infektidsen Material im chemi- 
schen Laboratorium erfordert gewisse VorsichtsmaBnahmen. Ich 
fand, daB es auch méglich ist, aus hitzeabgetiteten Bak- 
terien die charakteristischen Tuberkelfettsiuren zu 
isolieren. Kin geeignetes und verhiltnismaBig leicht zugingliches 
Ausgangsmaterial stellen die bei der technischen Tuberkulindar- 
stellung abfallenden Bakterienleiber dar. Die daraus gewonnene 
Fettfraktion (acetonléslich) war dunkelbraun gefairbt. Die farbigen 
Verunreinigungen bereiteten der Aufarbeitung gewisse Schwierig- 
keiten, doch lieBen sich nach adsorptiver Entfernung der gefirbten 
Begleitstoffe mittels Bleicherden schlieBlich reine Substanzen 
gewinnen. 

Die Ausbeute an spezifischen bc-Fettsiuren (Fraktion der 
fliissigen, gesattigten Fettsiuren) war gering; sie betrug etwa 5°), 
der angewandten Menge ,,acetonlésliches Fett“. Davon war etwa 
der dritte Teil Tuberkulo-stearinsiure. Eingehend untersuchte ich 
die Fraktion, die den Siedepunkt und die analytische Zusammen- 
setzung der Phthionséure C,,H,,O, besaB. R. J. Anderson 
konnte durch sorgfiltige fraktionierte Destillation der Methylester 
einer derartigen Fraktion die fliissige, rechtsdrehende Phthion- 
siure ([@], = + 11,96°) und eine linksdrehende Triakontansiure 
([@], = —6,14°) vom unscharfen Schmelzp. 48—50° isolieren, 
die entsprechend den Analysen die Zusammensetzung C,,H,,0, 


1) Beziiglich der Literatur sei auf das ausgezeichnete Referat von 
P. Kallés u. L. Kallos-Deffaer, Zbl. Thk.forschg. 42, 1 (1935) sowie 
F. Roulet u. K. Bloch, Virchows Arch. 298, 311 (1936) hingewiesen. Uber 
die weitgehende Reinigung der Tuberkulo-phosphatidsiure vgl. K. Bloch, 
Diese Z. 244, 1 (1936) und Biochem. Z. 283, 372 (1936). 
*) J. of Biol. Chem. 97, 639 (19382). 
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und Cap Hgo9, besitzen sollen). Es erscheint vor allem wichtig, 


- die Summenformeln dieser Fettsiuren mittels krystallisierter Deri- 


vate eindeutig festzulegen, besonders im Hinblick auf die Uber- 
raschung, die man diesbeziiglich bei der Tuberkulo-stearinsaiure 


hatte erleben miissen. Zu diesem Zwecke stellte ich aus der 


Phthionsiurefraktion ein 2,4,6-Tribromanilid her. Dieses Derivat 
wurde aus dem Grunde gewahlt, weil hier eine Entscheidung 
zwischen Homologen auf Grund der Analysen recht gut méglich 
ist. Nach oftmals wiederholter Umkrystallisation bis zur Schmelz- 
punkts- und Analysenkonstanz ergab sich ein schén krystallisiertes 
Produkt vom scharfen Schmelzp. 66—68° und der Zusammen- 
setzung C,,H,,NOBr,. Einem Tribromanilid dieser Summenformel 
entspricht eine Siure C,,H,.O,, fiir die der Name Tuberkel- 
siiure vorgeschlagen wird. Méglicherweise entspricht diese Sub- 
stanz der angeblichen Tbec-Triakontansaiure, die demnach 
keine ,,T'riakontansiure“ wire, sondern 29 Kohlenstoffatome 
enthielte. Aus der Mutterlauge des Tribromanilides der Tuberkel- 
siure konnte ich, wegen Materialmangels, keine weiteren reinen 
Tribromanilide isolieren und kann daher beziiglich der Phthion- 


siure keine Aussagen machen. 

Bei der Chromsiure-Oxydation zur Bestimmung der C-Methylgruppen 
nach R. Kuhn und H. Roth’) lieferte der Tuberkulo-stearinsiure-Methylester 
1,4 Mole Essigsiiure, die Fraktion Phthionsiure-Methylester 2,4 Mole Essig- 
siure. Dieses Ergebnis zeigt an, da in letzterer Fraktion mehr als 
2 C-Methylgruppen, demnach Fettsiuren mit (mindestens) zwei Ver- 
zweigungen vorhanden sind, wihrend die Tuberkulo-stearinsiure(10-Methyl- 
stearinsiiure) nur eine Seitenkette (insgesamt 2 c-Methylgruppen) enthilt. Zur 
gleichen SchluBfolgerung gelangte auch E. Chargaff*) auf Grund des 
Vergleiches des Schmelzpunktes der Phthionsiiure mit denjenigen synthe- 
tischer héherer Fettsiuren mit mehrfach verzweigter Kohlenstoffkette. 


Beschreibung der Versuche. 


Das Ausgangsmaterial verdanken wir der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. L. Lautenschlager, I. G. Farbenindustrie A.-G., Hochst a. M., wofiir 
ich diesem auch an dieser Stelle meinen besten Dank aussprechen méchte. 

') Der aus den abgetiteten Tuberkelbazillen dargestellte Phthionsiure- 
Methylester besaB keine optische Aktivitit. Dafiir gibt es zwei Er- 
klirungsméglichkeiten: Entweder waren die Fettsiiuren infolge der Vor- 
behandlung, die das Ausgangsmaterial erlitten hatte, racemisiert, oder es lag 
ein Gemisch links- und rechtsdrehender Ester vor, deren Drehung sich 
gerade kompensierte. 

*) Pregl-Roth, ,,Die quantitative organische Mikroanalyse“ 1935, 
S. 246. Verlag J. Springer. 

*) Ber. chem. Ges. 65, 745 (1932). 

10* 
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Es gelangten insgesamt 430 g acetonlésliches Fett, gewonnen ays 
hitzegetéteten Tuberkelbazillen (Abfallprodukt der Tuberkulinherstellung 
zur Verarbeitung. Die Aufarbeitung erfolgte im wesentlichen nach dep 
Angaben von E. Chargaff!). Die dunkelbraune Farbe des rohen Ausgangs. 
materials war teilweise durch die Anwesenheit des Tbhe-Bakterienfarbstoffes 
Phthiocol bedingt. Dieser lieB sich aus benzolischer Lésung an Aluminium. 
oxyd (standardisiert, nach Brockmann) adsorbieren und daraus durch 
Alkohol, Wasser oder verdiinntes Alkali wieder eluieren. Die iibrigey 
braun gefirbten Verunreinigungen konnten teilweise durch Schiitteln der 
benzolischen Lésung der freien Fettsiiuren mit Frankonit KL’) entfernt werden, 
teils lieBen sie sich aus der dtherischen Liésung der Methylester an Tierkohle 
adsorbieren. 

Zur Hydrierung wurden die Fettsiuren in Eisessig mit Platinoxyd 
und Wasserstoff geschiittelt, die festen gesittigten Fettsiiuren krystallisierten 
dabei aus der Eisessig-Lésung zu einem erheblichen Teil aus und konnten 
abgesaugt werden. Die vollstiindige Absittigung noch vorhandener Doppel- 
bindungen mit Wasserstoff erfolgte durch Hydrierung der Fettsiure-Methy)- 
ester in Gegenwart von Platinoxyd. Trennung der festen gesiittigten yon 
den fliissigen, gesittigten Fettsiiuren durch Extraktion der Bleisalze mit 
Ather. 

Die festen, gesattigten Fettsiuren wurden nicht niher unter. 
sucht. Aus einer gelegentlich anfallenden Fraktion konnte durch mehrfache 
Umkrystallisation aus Methanol und aus Eisessig reine Cerotinsiure vom 
Schmelzp. 80° isoliert werden. 

8,180, 3,277 mg Subst.: 9,155, 9,420 mg CO,, 3,770, 3,860 mg H,0. 

C,,H,.0, (896) Ber. C 78,78 H 13,13 
Gef. ,, 78,52, 78,40 18,36, 18,18 
Zur fraktionierten Hochvakuum- Destillation der Methylester der 


gesittigten, flissigen Fettsiuren wurde der von E. Klenk’) an- 
gegebene Apparat benutzt. Druck: 0,1 mm. 








Temperatur des 
Fraktion ~ Seen apna 

0 to) 
I 220—235 3 

tt 235—245 4,5 
III 245—290 1 
IV 290—810 2 
V 310—320 1 
VI 320—360 1 
VII Dest. Riickstand 2 





Keine der Fraktionen II—VI zeigte in alkoholischer Lésung optische 
Aktivitit. 

1) E. Abderhalden, Handbuch d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. XII, 
Teil 2, Heft 2, S. 102. 

*) Pfirschinger Mineralwerke, Kitzingen a. M. 
5) Diese Z. 242, 250 (1936). 
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Tuberkulo-stearinsaures Methyl (Fraktion II): 
2,638, 3,365 mg Subst.: 7,46, 9,48 mg CO,; 3,035, 3,865 mg H,0. 
C,H 902 (312,83) Ber. C 76,85 H 12,90 

Gef. ,, 77,13, 76,83 ,» 12,88, 12,85 


Chromsiureoxydation: 

6,312, 6,825 mg Subst.: 2,84, 3,00 cem n/100-NaOH. 

Gef.: 1,4 Mole Essigsiiure pro 1 Mol Tuberkulo-stearinsaures Methyl 
(Mol.-Gew. 312,3). 


Die 10-Methylstearinsiure (Tuberkulo-stearinsiiure) enthalt 2 C-Methyl- 
gruppen und kénnte bei der Oxydation mit CrO, maximal 2 Mole Essigsiiure 
liefern. Die Chromsiiureoxydation verliuft bei den héheren Fettsiuren 
meist nicht sehr glatt’). 


Phthionsaures Methyl] (Fraktion IV): 
3,565, 2,922 mg Subst.: 10,345, 8,50 mg CO,, 4,165, 3,45 mg H,0. 
C,,H,,0, (410) Ber. C 79,02 H 13,17 
Gef. ,, 79,10, 79,33 18,06, 13,20. 


Chromsiéureoxy dation: 
6,124, 8,480 mg Subst.: 3,47, 4,95 cem m/100-NaOH. 
Gef.: 2,32, 2,41 Mole Essigsiiure pro 1 Mol phthionsaures Methyl (C,,H,,0,). 


Fraktion VI: 
3,054, 3,277 mg Subst.: 9,03, 9,65 mg CO,, 3,63, 3,98 mg H,0. 
Gef. C 80,60, 80,35 H 12,30, 12,59. 


Destillations-Riickstand: Dieser erwies sich als unverseifbar; 
die Fettsiurefraktion schleppt offenbar Neutralsubstanz mit sich. 


Tribromanilid der Tuberkelsaure. 


Die Methylesterfraktionen III, IV und V wurden gemeinsam verseift 
und daraus 3,2 g Siure gewonnen. 

2,4,6-Tribromanilid: Darstellung nach P. W. Robertson’), aus 
1,2 ¢ Fettsiure. Produkt mehrmals aus Athanol-Petroliither und Methanol 
umkrystallisiert. Schmelzp. 60°. 


3,902 mg Subst.: 8,025 mg CO,, 2,805 mg H,O. — 2,14 mg Subst.: 
0,032 eem N, (21°, 742 mm). 


C3,Hg)NOBr, (750,2) Ber. C 55,99 H_ 8,06 N 1,87 
Gef. » 96,09 » 8,04 » 1% 


) Pregl-Roth, a.a. O., S. 249. 
*) J. Amer. Chem. Soc. 115, 1210 (1919). 
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In Benzol gelést, durch eine Schicht Aluminiumoxyd (Merck ,,wasser. 
frei, nach Brockmann“) filtriert, Lésung eingeengt und mehrmals, bj; 
zum konstanten Schmelzpunkt, umkrystallisiert. Schéne Niidelchen yom 
Schmelzp. 66—68°. 

3,898 mg Subst.: 7,99 mg CO,, 2,75 mg H,0. 

C,,HgoNOBr, (750,2) Ber. C 55,99 H_ 8,06 
Gef. ,, 55,90 ,, 7,89. 


Chromsiure-Oxydation: 2g der Phthionsdure-Fraktion in glei- 
cher Weise mit CrO, behandelt, wie fiir die Oxydation der Tuberkulo. 
stearinsiiure angegeben'). Reaktionsprodukt mit Wasserdampf destilliert 
Aus dem sauren Anteil des Destillations-Riickstandes konnte in geringer 
Menge eine krystallisierte Siure isoliert werden, die durch den Misch. 
schmelzpunkt als Azelainsiure identifiziert wurde. 


Herrn F. Prier danke ich fiir seine geschickte Hilfe bei den Ver- 
suchen. Die Mikroanalysen wurden von Dr. H. Roth, Heidelberg, Kaiser 
Wilhelm-Institut f. medizin. Forschung, Abteilung Chemie, ausgefiihrt. 


1) Spielmann, a.a. O. 
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Der Abbau des Tyrosins und seiner Verwandten 
durch Leber- und Nierenbrei. 
Von 
K. Felix, K. Zorn und H. Dirr-Kaltenbach. 
Mit 9 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. April 1937.) 


Zur Aufklirung der Vorgiinge im intermediiren Stoffwechsel 
eignet sich neben Fiitterungsversuchen und Durchblutungen von 
isolierten Organen noch ein Verfahren, welches auf der Abgrenzung 
der Leistungen der einzelnen Teilfermente beruht, die einen bio- 
logischen Vorgang beherrschen. Mit einem gewissen Erfolg wurde 
es bereits beim Studium der Oxydation der Harnsiure zu Allan- 
toin beniitzt. Hier gelang es durch Anderung der Wasserstoffionen- 
konzentration den ganzen ProzeB in zwei Phasen, eine Oxydation 
und eine Decarboxylierung, aufzuteilen, und gleichzeitig damit zu 
beweisen, daB die Uricase kein einheitliches Ferment ist®?®), Mit 
diesem Verfahren ist es leichter, einen Vorgang auf bestimmten 
Stufen zu unterbrechen und vielleicht die Zwischenprodukte zu 
isolieren. Sodann hat man die Méglichkeit, die Zwischenprodukte, 
welche entstanden sein kénnten, unter den Bedingungen der nach- 
folgenden Phase zu priifen. 

Auch die oxydative Desaminierung der Aminosiuren setzt 
sich aus mehreren Teilprozessen zusammen. Schon aus rein 
chemischen Erwiigungen muB man eine Dehydrierung, Wasser- 
anlagerung und schlieBlich eine Abspaltung von Ammoniak an- 
nehmen, und wieder ist es nicht wahrscheinlich, daB so verschiedene 
Reaktionen von ein und demselben Ferment geleitet werden. Zur 
Priifung dieser Uberlegung haben wir zuniichst Versuche mit 
Tyrosin angestellt; denn es bietet gegeniiber andern Aminosduren 
verschiedene Vorteile: an Hand der Millonschen Reaktion kénnen 
es selbst und seine nichsten Abbaustufen immer leicht wieder auf- 
vefunden werden; ferner ist iiber seinen Abbau schon sehr viel ge- 
arbeitet worden, so daB man ungefihr wei8, welche Zwischenprodukte 
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zu erwarten sind. SchlieBlich hat man hier noch Gelegenheit, dey 
allgemein wichtigen Frage nachzugehen, ob auch beim Tyrosin 
der Abbau am Kern beginnt wie beim Tryptophan oder an der 
Seitenkette, wie iiblich angenommen wird. 

Nach der in den Lehrbiichern vertretenen Ansicht ist das 
Produkt der oxydativen Desaminierung des T'yrosins die p-Oxy.- 
phenylbrenztraubensiure, was sich auch aus einer Reihe von Ver- 
suchen, die in der Literatur mitgeteilt sind, erhirten liBt. So 
fanden z. B. Y. Kotake, Z. Matsuoka und M. Okagawa im Harn 
von Kaninchen, denen sie grofe Mengen I- und d,l-Tyrosin ver- 
fiitterten, p-Oxyphenylbrenztraubensiure neben etwas 1-p-Oxy- 
phenylmilchsiure, welch letztere wahrscheinlich durch asymme- 
trische Reduktion aus jener entstanden ist}*). Dasselbe ergibt 
sich aus den Beobachtungen von G. Medes?5) an einem Patienten 
mit T'yrosinosis. Er schied schon normalerweise und vermelirt 
nach Verabreichung von ‘T'yrosin p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
und etwas p-Oxyphenylmilchsiure aus. Verfiitterte p-Oxyphenyl- 
brenztraubenséure erschien bei ihm unverandert wieder im Harn. 
Bei dieser Krankheit bleibt also der Abbau des Tyrosins auf der 
Stufe der oxydativen Desaminierung stehen. Weiter ist bekannt, 
daB Tyrosin bei Alkaptonurie die Ausscheidung der Homogentisin- 
siure vermehrt[O. Neubauer und W. Falta?*)], Normale Menschen 
vermégen Homogentisinsiure ohne weiteres zu oxydieren. Sie 
kénnte also die nachste Stufe nach der p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure sein. Das Zwischenprodukt, in welchem das Molekiil der 
Aminosaure die starkste Veriinderung erfahren hat, ist die Acet- 
essigsiure. Sie entsteht, wenn T'yrosin der Durchblutungsfliissigkeit 
der iiberlebenden Leber zugesetzt wird [G. Embden, H. Salomon 
und F. R. Schmidt und H. Engel®*)]; auBerdem gab auch 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure, aber nicht Phenylbrenztrauben- 
siure Acetessigsiure. 

Wir haben nun auf 1-T'yrosin frischen Leberbrei bei ver- 
schiedenen Wasserstoffionen-konzentrationen und 37,5° einwirken 
lassen und zunichst einmal den Sauerstoffverbrauch bestimmt; 
jedesmal wurde noch ein Leerversuch unter gleichen Bedingungen 
angesetzt. Es ergab sich eine deutliche Abhingigkeit der Grobe 
der Atmung von der Wasserstoffionen-konzentration: unter p,, 6,5 
verbrauchte Tyrosin iiberhaupt keinen Sauerstoff, dariiber nahm 
die Atmung mit dem p,, zu und erreichte zwischen p,, 7,6 und 7,5 
ein Maximum; bei héheren p,-Werten nahm die Atmung wieder 
ab und war bei p,, 8,2 etwa ebenso groB wie bei p,, 6,8. 
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In der p,-Abhingigkeitskurve heben sich nun einzelne Werte 
heraus, wo der Sauerstofiverbrauch zu dem angewandten Tyrosin 
in einem bestimmten stéchiometrischen Verhiltnis steht. Diese 
ausgezeichneten Punkte liegen bei p,, 6,8, 7,2 und 7,6 bis 7,8. 
Hier erreicht die Oxydation ihr Ende, wenn pro Mol Aminosiure 
eine bestimmte Anzahl von Atomen Sauerstoff verbraucht sind, 
bei p, 6,8 eines, bei p,, 7,2 zwei und bei p,, 7,6 bis 7,8 vier 
Atome. Den letzten Wert fand auch F. Bernheim?). 

Auf Grund der Sauerstoffaufnahme lassen sich somit im 
Abbau des Tyrosins durch den Leberbrei drei verschiedene Phasen 
abgrenzen, die bestimmten Zwischenprodukten entsprechen diirften. 
Nach der oben entwickelten Ansicht kénnte in der ersten Phase 
p-Oxyphenylbrenztraubensadure gebildet werden. Das zweite Atom 
Sauerstoff dient vielleicht der Einfiigung einer zweiten Hydroxyl- 
sruppe in den Kern, wiirde zu der noch hypothetischen Hydro- 
chinonbrenztraubensiiure fiithren*®'’), Aus ihr miiBten das dritte 
und vierte Atom die Acetessigsiure erzeugen. Schon nach diesen 
einfachen Atmungsversuchen erscheint es aber sehr unwahrschein- 
lich, daB hierbei als Zwischenprodukt Homogentisinsiure auftritt. 
Sie kénnte allerdings, wie S. Thannhauser?*) angenommen hat, 
in Fumarsiure und Acetessigsiure zerlegt werden. Fiir diesen 
Weg wiirden vier Atome Sauerstoff aber nicht ausreichen. 

Nierenbrei vermag das T'yrosin nicht so weit zu oxydieren. 
In diesen Versuchen lag das Optimum der Atmung bei p,, 7,8 
und entsprach knapp 1 Atom Sauerstoff pro Mol Aminosiure. 
Hier findet also nur die erste Phase des ‘yrosinabbaus statt. 

Nach der Uberlegung, welche wir eben iiber die mutmaBlichen 
Zwischenprodukte in den einzelnen Phasen angestellt haben, sollte 
sleich in der ersten Ammoniak abgespalten werden. Wir haben 
nun eine groBe Zahl von Versuchen mit l-Tyrosin, nicht nur bei 
Py 6,8 sondern auch bei allen andern Wasserstoffionen-kon- 
zentrationen, ausgefiihrt, in der festen Uberzeugung, es miiBte 
sich das geforderte Ammoniak oder der entsprechende Harnstott 
nachweisen lassen. Aber stets ergab sich nur ein ganz geringer 
Unterschied zwischen Haupt- und Leerversuch; er erreichte nicht 
einmal 6°/, d. Th. Dabei war es gleichgiiltig, ob wir Leber- oder 
Nierenbrei verwendeten. Ubrigens konnte auch F’. Bernheim in 
seinen erwihnten Versuchen keine Desaminierung des 1-T'yrosins 
durch Leberbrei feststellen. 

An sich wire es méglich, da8 Ammoniak zwar abgespalten, 
aber sofort fiir die Synthese einer Aminosiure oder eines Amins 
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wieder verbraucht wird, z. B. fiir die Bildung von Alanin aus de; 
im Leberbrei wohl stets vorhandenen Brenztraubensiure. Um diese 
Vermutung zu priifen, haben wir einen gréBeren Ansatz nach 
Beendigung der Atmung enteiweiBt, mit salpetriger Siure 
desaminiert und die Milchsiure bestimmt, aber keinen Unterschie:! 
zwischen Haupt- und Leerversuch gefunden. 

Wir gingen nun zu dem indirekten Verfahren iiber und 
lieben Leberbrei auf p-Oxyphenylbrenztraubensiure einwirken, 
Auch bei ihr hing der Sauerstoffverbrauch stark von der Wasser. 
stoffionen-konzentration ab. Sein Maximum lag zwischen p,, 7,5 
und 7,6, also sehr nahe dem Optimum der dritten Phase des 
Tyrosinabbaus, und betrug 3 Atome pro Mol Ketosiure. Hier 
war aber keine scharfe Zerlegung in einzelne Teilprozesse zu er- 
reichen; immerhin wurde bei p,, 6,7 bis 7,2 wesentlich weniger 
Sauerstoff aufgenommen, etwa 1 bis 2 Atome. Das Verhalten der 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure entspricht nun wieder unseren 
Erwartungen und fiigt sich gut in das oben entwickelte Schema 
ein. Es reprisentiert gleichsam die beiden letzten Phasen des 
Tyrosinabbaus. 

Die Ubereinstimmung geht noch weiter. In einer Versuchs- 
reihe haben wir die Anderung der Intensitaét der Millonschen 
Reaktion in den einzelnen Phasen des Tyrosinabbaus verfolgt. 
Wihrend der ersten Phase wird sie nicht vermindert; nach der 
zweiten ist sie stark abgeschwicht und entspricht nur ungefihr 
einem Viertel des angewandten ‘l'yrosins; nach der dritten ist sie 
volikommen negativ, d. h. es besteht kein Unterschied mehr zwischen 
Haupt- und Leerversuch. Der Benzolkern wird also erst in der 
zweiten Phase angegriffen und ist nach der dritten nicht mehr 
vorhanden. Wenn die p-Oxyphenylbrenztraubensiure 3 Atome 
Sauerstoff aufgenommen hat, ist auch bei ihr die Millonsche 
Reaktion negativ geworden. 

Wir haben nun mehrere Versuche mit groBen Mengen 1-Tyrosin 
in Leberbrei bei p,, 6,8 und in Nierenbrei angesetzt in der Hoffnung. 
die p-Oxyphenylbrenztraubensiure durch Isolierung nachzuweisen, 
jedoch ohne jeden Erfolg. Ebensowenig konnte sie jodometrisch 
titriert werden. Beides gelang dagegen leicht beim d,l-Tyrosin 
und hinsichtlich der Phenylbrenztraubenséure beim d-Phenylalanin. 
Man ist also vorlaufig zu dem SchluB gezwungen, da8 bei der 
EKinwirkung von Leber- und von Nierenbrei auf 1-T'yrosin keine 
p-Oxyphenylbrenztraubensiure gebildet wird, obwohl, wie weiter 
unten gezeigt wird, sie die gleichen Endprodukte liefert. 








aus der 
Im diese 
{Z nach 

Siure 


erschie| 


er und 
iwirken, 
W asser- 
| Dy 4,5 
ase des 
Hier 
| ZU er- 
weniger 
lten der 
unserel 
Schema 
en des 


rsuchs- 
nschen 
erfolet. 
ich der 
igefihr 
ist sie 
vischen 
in der 
| mehr 
Atome 
yn sche 


‘yrosin 
ffnung. 
weisen, 
etrisch 
'yrosin 
alanin. 
ei der 

keine 
weiter 





Abbau des Tyrosins und seiner Verwandten usw. 145 


Den Befund von Embden, daB Aceton bzw. Acetessigsiure auf- 
tritt, konnten wir dagegen leicht bestatigen. 1 Mol 1-T'yrosin liefert 
1 Mol Aceton. AuBerdem werden 2 Mol Kohlendioxyd abgespalten, von 
denen das eine durch nachtrigliche Zersetzung der primiir entstan- 
denen Acetessigsiure frei wird. p-Oxyphenylbrenztraubensiure gibt 
ebenfalls Aceton und zwar 0,6 bis 0,7 Mol auf 1 Mol der Ketosiure. 

d,l-Tyrosin verhilt sich in der Atmung genau so wie 1-Tyrosin. 
Das Maximum des Sauerstoffverbrauchs liegt bei p,, 7,6 und betrigt 
ebenfalls 4 Atome pro Mol der razemischen Aminosiure. Dagegen 
besteht ein Unterschied in der Desaminierung; wir fanden so viel 
Ammoniak bzw. Harnstoff, als der Hilfte des zugesetzten d,1-‘lyrosins 
entspricht. Es wird somit nur die nicht natiirliche d-Form des- 
aminiert. Auch dieser Befund stimmt mit den Beobachtungen von 
F. Bernheim iiberein. Wir konnten die Desaminierung hier wie 
schon angedeutet durch [solierung der p-Oxyphenylbrenztrauben- 
siure als Dinitro-phenylhydrazon beweisen. Fiir diesen Versuch 
beniitzten wir einen Extrakt aus Nierentrockenpulver. 

l-Phenylalanin soll im Stoffwechsel aihnliche Wege gehen wie 
das 1-T'yrosin. So erhéht es nach W. Falta und L. Langstein’) 
die Ausscheidung der Homogentisinsiure beim Alkaptonuriker. 
Hiufig wird angenommen, daB es zunichst in Tyrosin umgewandelt 
wird*?’), In den Durchblutungsversuchen von G. Embden und 
K. Baldes*) lieferte Phenylalanin dagegen kein Aceton. Ferner 
konnte H. D. Dakin) nach intravenéser Injektion der Aminosiure 
keine Ausscheidung von Tyrosin oder andern Phenolkérpern be- 
obachten. Ebensowenig sehen N. F. Shambaugh, H. B. Lewis 
und D. Tourtelotte in ihren Versuchen eine Stiitze fiir die 
Annahme, daB Phenylalanin in Tyrosin iibergefiihrt wird ®’). Nach 
Verfiitterung von Phenylalanin an Kaninchen isolierten sie aus 
dem Harn Phenylbrenztraubensiure. 

In unseren Versuchen wurde |-Phenylalanin langsamer oxy- 
diert als 1-Tyrosin, sowohl von Nieren- als auch von Leberbrei. 
Das Optimum fiir den Sauerstoffverbrauch lag fiir beide Organ- 
breie bei p,, 7,8 und betrug 1 Atom pro Mol Aminosiure. Die 
Abspaltung von Ammoniak war auch hier gering, aber immerhin 
etwas gréBer als beim 1-Tyrosin; sie erreichte in einem Versuch 
fast 20°/, des theoretischen Wertes. Wir fiihren den Unterschied 
darauf zuriick, daB unser Priparat mit etwas d-Phenylalanin ver- 
unreinigt war. Kohlenséure wurde nicht frei, ebensowenig scheint 
eine Umwandlung in Tyrosin eingetreten zu sein, da die Millon- 
sche Reaktion in Haupt- und Leerversuch immer gleich stark war. 
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d-Phenylalanin, das nicht natiirliche optische Isomere wird 
nun wieder sehr leicht abgebaut. In den groBen Ansitzen betrug 
die Sauerstoffaufnahme sowohl im Leber- als auch im Nierenbrej 
rund 1 Atom pro Mol Aminosiure. Das Ammoniak konnte 
praktisch quantitativ erfaBt und die Ketosiure zu 40—50°/, des 
theoretischen Wertes titriert werden. In einigen Versuchen mit 
Nierenbrei und Nierenextrakt haben wir Phenylbrenztraubensiiure 
isoliert und als Phenylhydrazon bzw. Dinitrophenylhydrazon identi- 
fiziert. In Versuchen mit nur wenig mg d-Phenylalanin ging der 
Abbau noch iiber die Phenylbrenztraubensiure hinaus. Der 
Sauerstofiverbrauch erreichte 1,5—1,7 Atome pro Mol Aminosiiure, 
AuBerdem wurde Kohlensiure frei, etwas mehr als ein halbes Mol 
auf 1 Mol d-Phenylalanin. Ein Teil der Phenylbrenztraubensiiure 
muS demnach zu Phenylessigsiure decarboxyliert und oxydiert 
worden sein. 

Aceton wurde weder aus |- noch aus d-Phenylalanin gebildet. 

SchlieBlich haben wir mehrere Versuche mit Homogentisin- 
siure angestellt. Sie wird von Mensch und Tier abgebaut, ist 
leicht oxydierbar und nimmt in alkalischer Lésung sehr rasch 
2,5 bis 3 Atome Sauerstoff unter Braunfarbung auf. In Gegen- 
wart von Leberbrei unterbleibt die Braunfarbung, wenn die Reaktion 
nicht zu stark alkalisch ist. Er enthilt also reduzierende Sub- 
stanzen, welche innerhalb gewisser Grenzen die Homogentisinsiiure 
gegen den Luftsauerstoff schiitzen kénnen. Die gleiche Wirkung 
des Leberbreis trat auch seinerzeit in den Versuchen iiber den 
Abbau des Urobilinogens zu ‘l'age*"). 

In Gegenwart von Homogentisinsiure ist die Atmung des 
Leberbreis wesentlich erhéht. Da die Lésung sich nicht oder nur 
kaum verfarbt, miissen andere Produkte entstehen wie bei der 
Oxydation durch den Luftsauerstoff. In unseren Versuchen ver- 
lief die Sauerstoffaufnahme sehr rasch und war innerhalb ziemlich 
weiter Grenzen von der Wasserstoffionenkonzentration unabhiingig. 
Sie betrug 2 Atome pro Mol Homogentisinsiure. Bei stirker 
alkalischer Reaktion war sie gréBer, weil hier neben dem fer- 
mentativen Abbau nun auch der autoxydative zur Geltung kam. 
Bei schwach saurer Reaktion war dagegen jede Autoxydation aus- 
geschlossen, hier wurden ebenfalls 2 Atome aufgenommen. 

Auch beim Abbau der Homogentisinsiure entsteht Aceton 
bzw. Acetessigsiure und zwar 1 Mol. AuBerdem wurde ebensoviel 
Kohlensiiure abgespalten, die hier ausschlieBlich aus der Zersetzung 
von Acetessigsiure stammen diirfte. 
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Dieses Verhalten der Homogentisinsiure spricht weiter dafiir, 
daB sie beim Abbau des Tyrosins durch Leberbrei nicht als 
Zwischenprodukt auftreten kann. Bis zu ihrer Bildung miiBten 
3 Atome Sauerstoff verbraucht werden. Da sie aber so leicht an- 
gegriffen wird, wiirde sie sofort weiter zu Acetessigsiure oxydiert 
werden, wobei noch 2 weitere Sauerstoftatome aufgenommen werden 
miBten. Fiihrte der Abbau des Tyrosins zur Acetessigsiure iiber 
die Homogentisinsiure, so wirden 5 Atome Sauerstoff bendtigt; 
wir fanden aber immer nur 4. Die Differenz liegt auBerhalb der 
Fehlerbreite der Methode. Gleiche Endprodukte sind also nicht 
immer ein Beweis dafiir, daB eine bestimmte Verbindung als 
Zwischenprodukt auftritt. 

Wir fassen die Ergebnisse unserer Versuche mit Leberbrei 
in folgender Tabelle zusammen. 


Abbau des Tyrosins und verwandter Substanzen 
durch Leberbrei. 
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Unsere Versuche bestatigen die Tatsache, auf die schon 
mehrere Autoren aufmerksam gemacht haben, daf die nicht natiir- 
lichen optischen Formen der beiden aromatischen Aminosiuren 
leicht und vollstiindig desamidiert werden, wie sich nicht nur aus 
dem Nachweis des Ammoniaks, sondern auch der entsprechenden 
Ketonsiure ergibt. Die natiirlichen Isomeren werden dagegen nur 
in ganz minimalem Umfang, vielleicht iberhaupt nicht desaminiert. 
In diesem Zusammenhang darf auch nicht vergessen werden, daB 
unsere Ansicht iiber den oxydativen Abbau der Aminosiuren 
ganz vorwiegend aus Versuchen mit nicht natiirlichen Vertretern 
entwickelt wurde. 
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In beiden Fallen muB der erste Angriff 2 Atome Wasserstoff 
abspalten, da in der ersten Phase 1 Sauerstoffatom verbraucht 
wird. Aber es sind nicht dieselben Wasserstoffatome, die aus den 
beiden optischen Antipoden herausgenommen werden. Nur bei den 
d-Formen verliuft die Desaminierung so, wie wir es uns bisher 
vorgestellt haben; d.h. die Aminosiure wird unter Ammoniak- 
abspaltung in die e-Ketonsiiure iibergefiihrt, wobei vielleicht inter- 
mediir eine Iminosaure auftritt. Falls das richtig ist, wird bei 
der Dehydrierung das Wasserstoffatom am @-Kohlenstoff und eines 
der beiden an der Aminogruppe entfernt. 

Wo bei den natiirlichen Isomeren der beiden aromatischen 
Aminosiuren die Dehydrierung eintritt, wird sich erst dann mit 
Bestimmtheit sagen lassen, wenn das entsprechende Zwischen- 
produkt isoliert ist. Jedenfalls enthilt es noch die Aminogruppe. 
Vielleicht entsteht eine «,f-ungesittigte Aminosiiure. 

Die Ursache fiir den verschiedenen Abbau der optischen Anti- 
poden der beiden aromatischen Aminosiuren liegt sehr wahr- 
scheinlich darin, daB zwei verschiedene, auf Aminosiuren eingestellte 
Fermente in den Organextrakten vorkommen, was schon von 
H. A. Krebs vermutet worden ist}* 4), Fiir seine Annahme sprechen 
unsere Versuche mit Nierenextrakt. Dieser baut nur die d-Formen 
ab und zwar nach dem iiblichen Schema der oxydativen Des- 
aminierung. Er ist dagegen vollkommen unwirksam gegeniiber 
den l-Formen. Bei seiner Einwirkung auf d,l-Tyrosin wird nur 
so viel Sauerstoff verbraucht als der Halfte des angewandten Raze- 
mates Aquivalent ist, wihrend der Sauerstoffverbrauch im Nieren- 
brei dem Abbau beider Formen entspricht. Der Nierenextrakt 
enthalt also eine Desaminase fiir die beiden d-Aminosiduren. Im 
Nierenbrei kommt daneben noch eine Aminosiure-Dehydrase vor, 
die nur Wasserstoff abspaltet und kein Ammoniak, also auch nicht 
zur Bildung einer «-Ketonsiure fiihrt. Besonders deutlich geht 
das aus dem Verhalten des d- und 1-Phenylalanins hervor. Die 
l-Form wird nur dehydriert und nicht weiter verindert; die 
d-Form wird zur Phenylbrenztraubensiure desamidiert und teil- 
weise zur Phenylessigsiure decarboxyliert und oxydiert. 

Die Endprodukte des Tyrosinabbaus im Leberbrei sind Acet- 
essigsiure und Kohlensiiure. Von den 9 Kohlenstoffatomen der 
Aminosiure sind 5 in ihnen enthalten. Das Schicksal der 4 iibrigen 
ist noch unbekannt. Von den 4 Kohlenstoflatomen der Acetessig- 
siiure miissen mindestens 2 aus dem Benzolkern stammen, da sie 
aus so verschiedenen Verbindungen, wie dem Dehydrierungsprodukt 
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des 1-Tyrosins, der p-Oxyphenylbrenztraubensiure und der Homogen- 
tisinsaure gebildet werden kann. Sie haben alle einen oxydierten 
Benzolkern, aber ganz verschiedene Seitenketten. 

Ergebnisse, die mit Organbreien gewonnen worden sind, kénnen 
natiirlich nicht ohne weiteres auf den Stoffwechsel des unversehrten 
Organismus tbertragen werden. Wir mochten aber doch darauf hin- 
weisen,daB Y. Kotake und seine Mitarbeiter drei Fiitterungsversuche 
mit djl-Tyrosin und nur einen mit 1-Tyrosin ausgefiihrt haben 
und die relative Ausbeute an p-Oxyphenylbrenztraubensiure bei 
den ersteren bedeutend gréBer war. 


Experimenteller Teil. 
A 


Bearbeitet von K. Zorn. 


1-Tyrosin. 1-Tyrosin wurde nach bekannten Verfahren aus Seiden- 
abfillen dargestellt und zur Reinigung mehrmals umkrystallisiert; das Priiparat 
zersetzte sich bei 315°; 21 mg verbrauchten 11,62 cem n/100-H,SO,, ber. 
7,73 gef. 7,75°/, N. 0,7500 g in 15 cem 21°/,iger Salzsiure gelést, drehten 
im 1 dm-Rohr — 0,41°, [a]?° = —8,2° (— 8,64° nach E. Fischer). 

Sauerstoffverbrauch. Fiir die Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs 
beniitzten wir die bekannten Manometer nach Barcroft und Warburg. 
Das ReaktionsgefiB haben wir unseren Zwecken besonders angepabt. Es 
wurde durch einen weiten Helmschliff mit dem Manometer verbunden, damit 
die Organbreie bequem eingefiillt und auch ausgespiilt werden konnten. 
Das GefiB fiir die Kalilauge war exzentrisch angebracht. Die Aminosiiure- 
lésung wurde in eine kleine, seitlich angebrachte Retorte gefiillt. Nachdem sich 
die Temperatur ausgeglichen hatte, wurde die Retorte durch Drehen in den 
Reaktionsraum entleert. Die GefiBe faBten einschlieBlich der Retorte rund 
35eem und waren durch Auswiigen mit Quecksilber geeicht worden. Sie 
tauchten in einen Thermostaten von 37,5°, und wurden durch eine einfache 
Schiitttelvorrichtung wihrend des Versuchs dauernd in Bewegung gehalten. 

Die Organbreie bereiteten wir fast ausschlieBlich aus Lebern und 
Nieren vom Schwein, die ganz frisch aus dem Schlachthaus bezogen wurden. 
In einigen wenigen Versuchen beniitzten wir auch Katzen- und Kaninchen- 
lebern, die aber bedeutend weniger wirksam waren und deswegen wieder 
verlassen wurden. Die Organe wurden zuerst mit einem Rasiermesser zer- 
kleinert und dann in einer Latapiemiihle zu einem feinen Brei zermahlen. 
Ein Teil Organbrei wurde mit 2 Teilen m/5-Phosphatpuffer zu einer gleich- 
miBigen Suspension aufgeschwemmt. 4 g davon wurden fiir die Versuche 
verwendet. Die Kalilauge-einsitze wurden erst mit Glaswolle und dann 
mit 0,5 eem einer 5°/, igen Kalilauge beschickt. In die Retorten wurden 
2 cem einer 0,1°/, igen Tyrosinlésung (= 2 mg) in der fiir den Versuch ver- 
wendeten Pufferlésung und bei den Leerversuchen 2 ccm der Pufferlésung 


allein pipettiert. Zur Konservierung gaben wir noch 0,2 cem Toluol zu. 


Dann wurden die ReaktionsgefiBe mit den Manometern verbunden und 
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5 Minuten lang aus einer Bombe Sauerstoft durchgeleitet. Nun wurden die 
GefiBe in den Thermostaten gehiingt und 10 Minuten lang, jedenfalls pis 
zum Temperaturausgleich geschiittelt. Jetzt wurden tiberall die Manometer 
auf die Marke 20 eingestellt und wiihrend 15 Minuten kontrolliert, ob alle 
Versuche gleichmiBig atmen. Erst wenn das festgestellt war, gaben wir 
die Aminosiure- bzw. Pufferlésung zu dem Organbrei. Wir setzten immer 
je 3 Haupt- und Leerversuche an. 

In Abstinden von 15—30 Minuten wurde der Stand der Manometer 
abgelesen und notiert. Der Sauerstoffverbrauch wurde nach der Forme! 
von Warburg ermittelt und in Atome pro Mol Substanz umgerechnet. 

Die gewiinschte Wasserstoftionen-konzentration haben wir in der Weise 
bereitet, daB wir den Organbrei mit dem nétigen Phosphatpuffer mischten 
und auch die Aminosiure in diesem Puffer jedesmal frisch lésten. Die tat. 
siichliche Reaktion der Suspension wurde gleich nach der Mischung und 
am Ende des Versuchs mit der Chinhydronelektrode elektrometrisch gemessen. 
Im Lauf des Versuchs verschob sich die Reaktion um 0,2 p,,-Einheiten 
nach der sauren Seite. Nimmt man einen Puffer von geringerer Molaritii 
als '/;, so ist die Verschiebung bedeutend gréBer (namentlich beim Leberbrei), 
und es ist nicht méglich, die einzelnen Teilphasen voneinander zu trennen. 

Versuche mit Leberbrei. War die Aminosiurelésung in die Leberbrei 
suspension eingeflossen, so atmeten im allgemeinen Haupt- und Leerversuche 
noch kurze Zeit, etwa 15—20 Minuten, gleich stark. Dann aber eilte der 
Hauptversuch weit voraus, um gegen das Ende der zweiten Stunde wieder 
schwicher zu atmen, und nach 3—5 Stunden verzehrten Haupt- und Leerver- 
such wieder gleich viel Sauerstoff. Zwischen py 6,8 und 8,2 hing der Sauerstott- 
verbrauch ganz ausgesprochen von der Wasserstoffionen-konzentration ab, 
wie die Fig. 1 verdeutlicht. AuBerhalb dieser Grenzen, namentlich bei stark 
saurer Reaktion wurde nur ganz wenig Sauerstoff aufgenommen. 
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Fig. 1. Abhidingigkeit des Sauerstoffverbrauchs von der Reaktion 
bei Versuchen von 1-Tyrosin mit Leberbrei. 


Die Figg. 2—4 zeigen, da’ bei den py,-Werten von 6,8, 7,2 und 7,6 bis 
7,8 die Oxydation zum Stillstand kommt, wenn gerade 1, 2 und 4 Sauerstotf- 
atome verbraucht sind. 

In Brei von Schweinenieren nimmt 1-Tyrosin viel weniger Sauerstoti 
auf; 2 mg bei pq 7,8 nur 115 cem O,, was 0,2 Atomen pro Mol Aminosiiure 
entspricht. Der Einflu8 der Reaktion ist viel geringer. Nach etwa 21/, Stunden 
war die Oxydation beendet, wie sich aus Fig. 5 ergibt. 
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Desaminierung. Zur bestimmung des Ammoniaks und des Harn- 
stoffs wurde nach beendeter Atmung der Inhalt der GefiiBe quantitativ in 
ein MeBkélbchen von 50 ccm gespiilt, 6 cem 10°/, iger Trichloressigsiure 
in 2°/) Salzsiure zugesetzt und mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Am 
folgenden Tag wurde filtriert. Das Filtrat war schwach gelblich gefiirbt. 
aber vollkommen klar. 25 cem desselben wurde gleich in dem Kolben, in 
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Fig. 2. Sauerstoffaufnahme von 1-Tyrosin mit Leberbrei bei py = 6,3. 
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Vig. 3. Sauerstoffaufmahme von 1-Tyrosin mit Leberbrei bei py = 7,2. 


500 —~ —~— —4 Atome 0.—- — 





1200—~” 180 240 
— Minuten 


~~ 
,é 


Fig. 4. Sauerstoffaufnahme von 1-Tyrosin mit Leberbrei bei py = 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. ]1 
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welchem die Destillation vorgenommen wurde, mit Natronlauge neutralisiert. 
etwas Puffer von py 6,8 zugegeben, mit 4 ccm einer ammoniakfreien Ureage- 
ljésung vermischt und 1 Stunde in ein Wasserbad von 30—40° gehiingt, 
danach wurde mit Magnesiumoxyd alkalisch gemacht und das Ammoniak 


300 
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Fig. 5, Sauerstoffaufnahme von |-Tyrosin mit Nierenbrei bei p;; = 7,8. 


im Vakuum in eine Vorlage mit n/100-H,SO, iiberdestilliert. Wir haben 
etwas tiber 100 Versuche bei den verschiedensten p;;-Werten durchgefiibrt, 
konnten aber niemals das erwartete Ammoniak nachweisen. Die folgende 
Answahl gibt ein Bild der Versuche. Bei Nierenbrei haben wir nur das 
vorgebildete Ammoniak, beim Leberbrei das Gesamtammoniak nach Ein 
wirkung der Urease bestimmt. 


Ammoniakbildung aus 2 mg1-Tyrosin. 











Hauptversuch | Leerversuch | Differenz 
mg mg mg 


Organ 


ee Niere 0,620 0,617 0,003 
“a eee Niere 0,363 0,358 0,005 
Gesamt-NH, . . Leber 1,176 1,168 0,008 
Gesamt-NH, . . Leber 1,404 1,378 0,026 














Bei den meisten Versuchen lagen die Differenzen in der GréBenordnung 
der drei ersten in der Tabelle. Der letzte Versuch gab eine auBergewoéhnlich 
grobe Differenz. Ihr Durchschnitt (0,011 mg) entspricht 5,85°/, d. Th. 

Das Ammoniak kénnte, wie schon im allgemeinen Teil angedeutet, 
in der Leber zu irgendeinem synthetischen Zweck beniitzt werden. Des- 
wegen haben wir versucht, die Desaminierung indirekt durch Titration 
der Ketosiure (p-Oxyphenylbrenztraubensiure) nachzuweisen. Dazu 
wurden 10 cem des mit Trichloressigsiure enteiweiBten Filtrates mit Natron- 
lauge genau neutralisiert und mit 10 cem einer 0,1°/,igen Natriumbisulfit- 
lésung versetzt. Nach 10 Minuten wurde das iiberschiissige Bisulfit wie bei 
der Bestimmung der Milchsiure mit n/10-Jodlésung entfernt, dann die 
Ketosdure-bisulfit-verbindung mit etwas festem Borax gespalten und das 
nun frei gewordene Bisulfit mit n/200-Jodlésung titriert. Wie die folgende 
Ubersicht zeigt, gaben Haupt- und Leerversuch praktisch dieselben Werte. 
Die Titration der Ketosiiure verliuft zwar nicht quantitativ, ist aber doch 
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empfindlich genug, um eventuell aufgetretene p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
anzuzeigen, wie die spiteren Versuche mit d,]-Tyrosin und d-Phenylalanin 
beweisen. Mit Leberbrei wurden diese Versuche nur bei py 6,8 ausgefiihrt, 
da in der dritten Phase ja Acetessigsiure gebildet wird. Bei Nierenbrei 
war es nicht notwendig, auf das pg zu achten. 


Jodometrische Titration der Ketosiure 
beim Abbau von 1 mg Tyrosin. 











Organ Pr Hauptversuch | Leerversuch Differenz 
eem n/200-Jodlésung 

Niere. ...- 7,6 0,71 0,69 0,02 

Niere. . . - 8,0 0,65 0,70 | = — 0,05 

Leber .. : 6,8 0,75 0,73 | 0,02 

Leber ... 6,8 0,73 0,69 | 0,04 


Da 1 mg Tyrosin 0,994 mg Ketosiure liefern wiirde, miiBte die Differenz 
in Verbrauch an Jodlésung 2,22 ccm betragen. Die gefundenen positiven 
Differenzen entsprechen also nur 1—2°/, d. Th. Da die Titration nicht 
quantitativ verliuft, sind die Ergebnisse ungefihr von der gleichen GréBen- 
ordnung wie bei der Ammoniakbestimmung. Eine geringe Desaminierung 
findet also statt. Vielleicht beruht sie auf einer Verunreinigung unseres 
Priiparates mit d-Tyrosin. 

Millonkolorimetrie. 10 cem mit Trichloressigsiure enteiweibtes 
Filtrat von Versuchen mit Leberbrei wurden mit 2 cem Millons Reagens 
gemischt und nach 45 Minuten im Stufenphotometer die Farbintensitiit unter 
Beniitzung des Filters S 50 gemessen. Aus einer Eichkurve, die fiir diesen 
Zweck aufgestellt wurde, lasen wir den Tyrosingehalt ab. Nach Aufnahme 
von 1 Atom Sauerstoff bei py 6,8 entsprach der Unterschied in der Farb- 
intensitit zwischen Haupt- und Leerversuch noch volistiindig den zugesetzten 
2 mg 1-Tyrosin. Nach Verbrauch von 2 Atomen Sauerstoff (p,, 7,2) entsprach 
der Unterschied in der Farbtiefe zwischen Haupt- und Leerversuch noch 
etwa 25—28°/, der angewandten Tyrosinmenge. Als Beleg fiihren wir die 
Kesultate von 3 Versuchen an. 


Millonkolorimetrie nach Abbau von 2 mg 1-Tyrosin 
durch Leberbrei bei py 7,2. 




















Hauptversuch | Leerversuch | Difterenz 
l. Trommelablesung . oe ae 85,5 95 
mg Tyrosin im Ges. Mea. . 0,75 0,25 0,50 
2. Trommelablesung. .... . 78 86 
mg Tyrosin im Ges.-Vol. . . 1,25 0,75 0,50 
Trommelablesung . ‘ 79 89 
mg Tyrosin im Ges. Vol. . 1,20 0,65 0,55 


Die Tyrosinwerte der Tabelle sind bereits auf das gesamte Versuchs- 
volumen von 50 cem umgerechnet. 


Ey 
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Nach der Aufnahme von 4 Atomen Sauerstoff bei py 7,7 war jeder 
Unterschied in der Stiirke der Millonschen Reaktion zwischen Haupt- und 
Leerversuch vollkommen verschwunden. Das in der ersten Phase gebildete 
Zwischenprodukt muff also den Benzolkern noch unverindert enthalten, 


Acetonbildung. Zur Bestimmung des Acetons wurden 25 cem des 
mit Trichloressigsiiure enteiweiften Filtrates in einem MeBkélbchen yoy 
50 ccm mit 10 ccm einer 10°/, igen Kupfersulfatlésung versetzt und dann 
tropfenweise mit Natronlauge neutralisiert, bis gerade Kupferhydroxyd 
auszufallen beginnt. Dann wurden 10 ccm Kalkmilch zugefiigt, mit Wasser 
bis zur Marke aufgefiillt und nach einer halben Stunde durch ein Falten- 
filter filtriert. Das Filtrat war vollkommen klar und farblos. Zur Destillation 
des Acetons beniitzten wir eine Milchsiureapparatur. Wir mischten dazu 
20 cem des Filtrates der Kupfer-kalkfillung mit 20 cem Wasser und 5 cem 
4°/, iger Salzsiiure. Die Vorlage enthielt 10 cem Wasser und war mit Lis 

ekiihlt. Wahrend der Destillation flob aus einem Tropftrichter in dem 
MaBe Wasser zu, als es wegdestillierte, so daB das Volumen in dem 
Destillationskolben stets gleich blieb. Nach einer halben Stunde war das 
Aceton restlos iibergegangen. Zur Vorlage wurden 10 cem n/100-Jodlésung 
und 8 cem 25°, ige carbonatfreie Natronlauge gegeben und 10 Minuten auf 
dem Eis stehen gelassen. Darauf wurde mit 5 ccm 25°/) iger Salzsiure an- 
gesiiuert und das iiberschiissige Jod mit n/100-Thiosulfat zuriicktitriert. 


Acetonbildung aus 1 mg |!-Tyrosin in Leberbrei bei py 7,6. 








Hauptversuch | Leerversuch | Differenz 
mg mg 





0,286 0,211 
0,146 0,212 
0,116 0,199 








Die mittlere Differenz von 0,207 mg Aceton entspricht 0,6 Mol pro Mo! 
Aminosiure, Wahrscheinlich wird 1 Mol gebildet; denn es ist 2u beriick- 
sichtigen, daB in den Niederschliigen ein betriichtlicher Anteil hingen bleibt. 
Ebenso ist es wahrscheinlich und seinerzeit auch von Embden und seinen 
Mitarbeitern bewiesen worden, dal} nicht direkt Aceton, sondern Acetessig- 
siiure entsteht. 

Kohlensiureproduktion. Zur Bestimmung der Kohlensiure be 
niitzten wir eine fiir groBe Ansiitze gebaute Apparatur. Ihr Aufbau ergibt 
sich aus Fig. 6a. 

Als AtmungsgefaiB diente ein birnférmiger Schliffkolben von 500 ccm 
Inhalt, an dem seitlich eine Retorte fiir die Aminosiurelésung angeschlifien 
ist. Das GefiB fiir die Kalilange hing an dem eingeschliffenen Glasstépsel 
durch ein Rohr befestigt bis in den weiten Teil des Kolbens hinein. Der 
Glasstépsel war oben noch mit einem Hahn versehen. Der aufgeschliffene 
Hals des Kolbens war mit einer Gasbiirette verbunden, welche den Sauer- 
stoff enthielt. Die ganze Apparatur war auf ein Brett montiert, wodurch 
sie ebenso wie die Warburgapparate in den Thermostaten gehiingt und ge- 
schiittelt werden konnte. Fig. 6b. 
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Nach dem Versuch wurden die eingeschliffenen Stépsel mit den Kali- 
laugegefaBen herausgenommen und in einen anderen Rundkolben mit 
passendem Schliff gebracht. Dieser Rundkolben enthielt in seinem kugeligen 
Teil ein Rohr, durch das Stickstoff eingeleitet wurde, und in seinem Hals 
ein Ableitungsrohr, das mit zwei Spiral-Waschflaschen, die mit einer ab- 
vemessenen Menge n/10-Baryt beschickt waren, verbunden war. Nach Her- 
stellung aller Verbindungen wurde in den Schliff iiber dem Hahn ein Trichter 


| 


\/ 



































Fig. 6a. Fig. 6b. 
Apparatur fiir GroBansiatze. Apparatur fiir Kohlensiurebestimmungen. 


eingesetzt und so viel Schwefelsiure einlaufen gelassen, daB die von der 
Kalilauge gebundene Kohlensiure frei wurde. Durch einen Stickstoffstrom 
wurde sie dann in die Waschflaschen iibergetrieben. Nach einer Stunde 
war alle Kohlensiure aus dem Kolben entfernt. Der iiberschiissige Baryt 
wurde in den Waschflaschen mit n/10-Salzsiiure gegen Phenolphthalein 
zuriicktitriert. 

Fiir diese Versuche setzten wir 100 mg 1-Tyrosin mit 150—200 g Leber- 
breisuspension an, Das py betrug 7,6 und der Abbau dauerte 7—8 Stunden. 


Kohlensiurebildung aus 100 mg 1-Tyrosin in Leberbrei bei py 7,6. 





I lauptversuch Leerversuch | Differenz 
mg mg mg 
116,71 73,15 43,56 
156,80 109,00 47,80 








Im Mittel wurden aus 100 mg 1-Tyrosin 45,68 mg CO, gebildet, das 
sind 1,88 Mol pro Mol Aminosiure. Praktisch werden also 2 Mol Kohlen- 
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siiure frei, von denen das eine aus der Zersetzung der Acetessigsiiure und 
das andere aus einem noch nicht angebbaren DecarboxylierungsprozeB stammt. 

Dieselben Ansiitze benutzten wir auch zur Isolierung der p-Oxypheny| 
brenztraubensidure, aber ohne jeden Erfolg. Der Gang der Aufarbeitung 
ist bei den Versuchen mit d,l-Tyrosin und d-Phenylalanin beschrieben, 

Fiir die folgenden Versuche wurden dieselben Bestimmungsmethoden 
verwendet. 

d,1-Tyrosin. d,l-Tyrosin wurde nach E. Abderhalden!) dargestellt, 
100 g Seidenabfille wurden mit 500 g 25°/, iger Natronlauge 20 Stunden 
am RiickfluBkiibler gekocht. Aus dem “filtrierten und neutralisierten Hydro 
lysat schied sich d,l-Tyrosin als braune Masse ab. Zur Reinigung w urde 
es mehrmals umkrystallisiert; Ausbeute 6 g. Das Pr sn ee zersetate si 
bei 314°. 10,00 mg verbrauchten 5,535 eem n/10- -H,SO,, ber.7,74, gef.7,75°/, x 

In mehreren Versuchen mit Leberbrei calnaediee die eietadache 
Aminosiiure bei py 7,6 ebenfalls 4 Atome Sauerstoff pro Mol; z. B. 2 mg 
505 emm Q,. 

Desaminierung. 


Ammoniakbildung aus 2 mg d,l-Tyrosin. 





Hauptversuch | Leerversuch| Differenz 
mg mg mg 


Organ 


Leber ... , 1,748 1,646 0,102 
Niere ... Ss 1,714 0,612 0,102 
a ae 1,704 0,602 0,102 











Die Ausbeute entspricht etwas mehr als der Menge, die aus 1 mg 
d-Tyrosin zu erwarten ist, d.h. die nicht natirliche Komponente ist voll 
kommen, die natiirliche nur in ganz minimalem MaBe desaminiert worden. 

Besonders deutlich li8t sich die Desaminierung zeigen, wenn man 
nicht Organbreie, sondern Extrakte verwendet. Wir haben dazu Schweine- 
niere erst in der Latapiemiihle zerkleinert und mit Aceton und Ather getrocknet. 
Das Pulver behilt ziemlich lange seine Wirksamkeit. Zur Extraktion wurde 
es mit der 10 fachen Menge m/15-Phosphatpuffer von py 7,6 eine halbe 
Stunde geschiittelt und dann zentrifugiert. Die iiberstehende, klare rotbraun 
gefiirbte Flissigkeit verbrauchte selbst nur ganz wenig Sauerstoff, besa! 
aber noch die Fahigkeit, d,l-Tyrosin und, wie weiter unten gezeigt wird, 
d-Phenylalanin zu desaminieren. 

Wir stellen im folgenden zwei Versuche einander gegeniiber, den 
einen mit 250 mg 1-Tyrosin, und den andern mit ebensoviel d, 1-Tyrosin. 
Beide wurden in 100 cem Puffer (pj; 7,6) gelést, mit 50 g Nierenextrakt 
gemischt und 1 cem Toluol zugegeben. Fiir die Bestimmung des Sauerstoti 
verbrauchs beniitzten wir die Apparatur fiir groBe Ansiitze. . 

Die in der Tabelle angegebenen Sauerstoffvolumina sind bereits au! 
Normalbedingungen reduziert. Im Versuch mit 1-Tyrosin wird praktisel 
iiberhaupt kein Sauerstoff verbraucht, und wir kénnen ihn ohne weiteres 
als Leerversuch neben den mit der racemischen Aminosiiure stellen. Die 
Differenz von 8,9 ccm Sauerstoff entspricht 1,15 Atomen Sauerstoff pro 
Mol d-Tyrosin. In Versuchen mit Nierenbrei betrig der Sauerstoftverbrauch, 
bezogen auf die gesamte Menge d,l-Tyrosin, 1 Atom; also doppelt soviel 
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Sauerstoff als mit Nierenextrakt. Es handelt sich also wahrscheinlich um 
zwei Fermente, von denen das eine auf die l-Form und das andere auf die 
d-Form eingestellt ist. Nur das letztere liBt sich aus dem Nierenpulver 
extrahieren. 


Sauerstoffverbrauch von l-Tyrosin und d,l-Tyrosin 
in Nierenextrakt bei p, 7,6. 





Zeit 1-Tyrosin d, 1-Tyrosin Difterenz 
Minuten cem cem eem 
0 0,0 0,0 0,0 
18 0,5 3,6 3,1 
21 0,7 4.7 4,0 
125 0,9) 9.8 8,9 
140 0,9 9,8 8.9 











In denselben Versuchen haben wir noch das Ammoniak bestimmt und 
die Ketosiure titriert. 250 mg 1-Tyrosin lieferten 2,386 mg NH, und 250 mg 
d,l-Tyrosin 11,930 mg NH,. Die Differenz von 9,544 mg NH, entspricht 
81,3 °/, d. Th., bezogen auf d-Tyrosin allein. Die Titration der Ketosiiure 
ergab in dem Versuch mit 1-Tyrosin 9,677 und in dem Versuch mit d,]|- 
Tyrosin 102,175 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiiure. Die Differenz vou 
92,498 mg bedeuten eine Ausbeute von 75 °/, d. Th. an p-Oxyphenylbrenz- 
traubensiure aus d-T'yrosin. 

Isolierung der p-Oxyphenylbrenztraubensidure. Dazu wurden 
750 mg d,l-Tyrosin mit 100 cem Nierenextrakt bei py 7,6 abgebaut. Die 
Sauerstoffaufnahme betrug rund 0,5 Atome auf 1 Mol der racemischen Amino 
siure bzw. 1 Atom auf ein Mol der d-Komponente. Es wurde nach Schenck 
mit Sublimat und Salzsiiure enteiweiBt und das iiberschiissige Quecksilber 
mit Schwefelwasserstoff entfernt. Das eiweiBfreie Filtrat des gleichzeitig 
angesetzten Leerversuches war klar und vdillig farblos. Auf Zusatz einer 
vesittigten Losung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-Salzsiure entstand 
keine Fillung, beim Stehen iiber Nacht im Eisschrank nur eine ganz schwache 
Triibung. Das Filtrat des Hauptversuches war schwach gelblich gefirbt 
und gab auf Zusatz von 2,4-Dinitrophenylhydrazin sofort einen feinen hell- 
celben Niederschlag, der nach einstiindigem Stehen im Eisschrank abgesaugt 
wurde. Wir haben im ganzen drei Isolierungsversuche durehgefiihrt und 
eine Ausbeute von 200 bis 300 mg des 2,4-Dinitrophenylhydrazons der p-Oxy- 
phenylbrenztraubensiiure erhalten. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus 
verdiinntem Alkohol schmolz es bei 159 bis 160° unter Zersetzung und gab 
mit dem Dinitrophenylhydrazon der reinen Ketosiiure gemischt keine De- 
pression. LieB man iiber Nacht im Eisschrank stehen, so erhéhte sich die 
Ausbeute auf 300 bis 400 mg Hydrazon. Aber das Produkt war weniger 
rein und zersetzte sich bei 157°. Es war dunkelorange gefiirbt. Die Ver- 
unreinigung konnte durch Umkrystallisieren nicht entfernt werden. Wahr- 
scheinlich beruht sie auf der Gegenwart eines anderen Ketonkérpers, der 
in kleineren Mengen gebildet wird. 


p - Oxyphenylbrenztraubensaure. p - Oxyphenylbrenztraubensiiure 
wurde nach E, Erlenmeyer jun. und I. T. Halsey’) durch Kondensation 
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von p-Oxybenzaldehyd mit Hippursiiure in Gegenwart von wasserfreiem 
Natriumacetat und Essigsiureanhydrid und nachtrigliche Spaltung der p-Oxy- 
benzoylamidozimtsdure in Benzoesiure und p- Oxyphenylbrenztraubensiiure 
dargestellt. Bei der Isolierung der letzteren hielten wir uns an die Vor- 
schrift von O. Neubauer und K. Fromherz"’). Die freie Siure zersetzte 
sich bei 21°, das Phenylhydrazon bei 159—161°. 


Der Sauerstoffverbrauch der Oxyphenylbrenztraubensiiure in 
Leberbrei hing wieder sehr stark von der Reaktion ab. Das Maximum lag 
bei py 7,5—7,6 und betrug fiir 2 mg 380 cem, was 3 Atomen auf 1 Mol der 
Ketosiiure entspricht. Aus der nachfolgenden Kurve (Fig. 7), welche den 
zeitlichen Verlauf der Sauerstoffaufnahme bei diesem py, darstellt, geht 
wieder hervor, daB mit der Aufnahme von 8 Atomen die Oxy dation der 
p- Oxyphenylbrenztraubensiure ihr Ende erreicht hat. 


400 - 
+ —— —JdAtome 0,— — —— 
| 

300+ 





Fig. 7. Sauerstoffaufnahme von p-Oxyphenylbrenztraubensiure mit Leberbrei bei py, = 7, 


Zwischen py 6,7 und 7,2 wurde weniger Sauerstoft aufgenommen 
zwischen 1 und 2 Atomen. Eine scharfe Trennung in eine Phase mit | 
und eine mit 2 Atomen lieB sich aber nicht erreichen. 

Die Millonsche Reaktion war nach Aufnahme von 3 Atomen villig 
negativ, d. h. es bestand kein Unterschied zwischen Haupt- und Leerversuch. 

Die Ausbeute an Aceton nach vollstindiger Oxydation schwankte 
zwischen 0,6 und 0,7 Mol pro Mol Ketosiiure, war etwa ebenso groB wie 


bei 1-Tyrosin. 


Acetonbildung aus 1 mg p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
in Leberbrei bei Pr 7,6. 





Hauptversuch | Leerversuch Differenz 
mg 


0,109 
0,106 
0,107 








Homogentisinsdure. Das Institut besaB noch Vorriite von Bleisalz 
der Homogentisinsiure. Es wurde in ‘itherischer Suspension mit Schwefel- 
wasserstoft zerlegt. Das umkrystallisierte Priiparat schmolz bei 152°. 

Bei schwach alkalischem p,, (7,6) verbrauchten 4 mg Hemogentisinsiure 
540 cem Sauerstoff = 2 Atome pro Moi Siure. 
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Wie schon im allgemeinen Teil hervorgehoben wurde, wird die 
Homogentisinsiiure von der Leber sehr rasch und sehr weitgehend unab- 
hingig von der Reaktion abgebaut. So gelang es uns nicht, ihre Oxydation 
vn mehrere Phasen zu zerlegen. Bei stiirker alkalischer Reaktion verliuft 
der Abbau insofern etwas anders, als hier die bekannte Autoxydation mehr 
hervortritt und sich an der Braunfirbung des Reaktionsgemisches zu er- 
kennen gab. Bei schwach saurer Reaktion war die Autoxydation vollstaindig 
ausgeschaltet, aber auch hier war die Sauerstoffaufnahme die maximale. 
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Fig. 8. Sauerstoffaufnahme von Homogentisinsiure mit Leberbrei bei py, = 7,6. 


Die Acetonbestimmungen ergaben, wie aus den folgenden Beispielen 
hervorgeht, 0,7—0,9 Mol Aceton pro Mol Siure. 


Acetonbildung aus 1 mg Homogentisinsiure in Leberbrei. 





Hauptversuch | Leerversuch Differenz 
mg mg mg 
0,3095 0,0648 0,2447 
0,3105 0,0696 0,2409 
0,3720 0,0695 0.8025 
0,3260 0,0510 0,2750 








Der fiir 1 Mol Aceton berechnete Wert betriigt 0,3453 mg. Die mittlere 
Differenz entspricht also 0,775 Mol Aceton pro Mol Homogentisinsiure. 

Kohlensiiure wird in der gleichen GréBenordnung wie Aceton 
cebildet, woraus man schlieBen darf, daB die Kohlensiure hier ausschlieBlich 
us der Zersetzung der Acetessigsiiure stammt. 


Kohlensiurebildung aus 750 mg Homogentisinsiure 


in Leberbrei. 





Hauptversuch Leerversuch Differenz 
mg mg mg 
307,00 175,05 131,95 
308,00 151,30 156,70 
195,91 75,79 120,12 
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Der theoretische Wert fiir 1 Mol Kohlensiure aus 750 mg Homogen. 
tisinsiiure wiire 196,0 mg. Die mittlere Differenz 136,26 mg CO, entspricht 
somit 0,70 Mol COQ,. 


1-Phenylalanin. Wir verwandten ein Priparat von Hoffmann. 
La Roche. Es zersetzte sich bei 278—283°; 20 mg verbrauchten 12,07 cen 
n/100-H,SO,, gef. 8,45, ber. 8,49°/, N. 0,500 g in 25 cem Wasser gelist, 
gaben in einem 2 dm-Rohr eine Drehung von — 1,24°, [«]2¢° = — 31,0" 
Nach E. Fischer betriigt die spezifische Drehung des d-Phenylalanins 
— 35,14°. Wahrscheinlich war unser Priiparat etwas racemisiert. 

Sauerstoffverbrauch. |-Phenylalanin nahm sowohl im Leber- «ls 
auch im Nierenbrei nie mehr als 1 Atom Sauerstoff auf und wurde nur 
langsam abgebaut. Das py-Optimum lag bei 7,8. 


Sauerstoffaufnahme von 4 mg 1-Phenylalanin in Leberbrei. 





| emm | Atome 


106 0,4 
183 0,68 


Sauerstoffaufnahme von 2 mg |-Phenylalanin in Nierenbrei 





PH | ecmm | Atome 


135 


107 | 0,8 


0,995 
Der Verlauf des letzten Versuchs mit Nierenbrei ist in der Kurve 
(Fig. 9) wiedergegeben. 


750 : 


~\ 
S 
Ss 


S 


— mm3 Q> 


ic’ wre 
—» Minuter 


Fig. 9. Sauerstoffaufnahme von |!-Phenylalanin mit Nierenbrei bei py = 7,8. 


Desaminierung. Ammoniak wird nur wenig abgespalten, aber 
immerhin etwas mehr als aus 1-Tyrosin. 
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Desaminierung von 2 mg1l-Phenylalanin 
in Leber- und Nierenbrei. 




















Pr Organ Hauptversuch | Leerversuch | Differenz 

me mg mg 

(;esamt - NH, 7,7 Leber 1,294 1,260 0,034 
Gesamt - NH, 7,7 Leber 1,478 1,444 0,034 
ae 7,8 Niere 0,653 0.620 0.033 
ae 7,6 Niere 0,661 0,620 0,041 


In den Versuchen mit Nierenbrei wurde wieder nur das Ammoniak 
allein und in denen mit Leberbrei das Gesamtammoniak nach Kinwirkung 
der Urease bestimmt. Bei vollstiindiger Desaminierung hiitten 2 mg 1-Pheny!- 
alanin 0.2064 mg NH, abgeben miissen; die mittlere Differenz von 0,035 mg 
entspricht 17°/), die maximale fast 20°/, d. Th. 

In den Versuchen mit Leberbrei haben wir die Ketosiiuretitration 
wieder durechgefiihrt. Sie fiel in allen Versuchen negativ aus. Als Beispie! 
fiihren wir nur zwei Versuche an. 


Jodometrische Titration der Ketosiiure 
beim Abbau von 1 mg 1-Phenylalanin in Leberbrei. 





Hauptversuch  Leerversuch | Differenz 


eem n/200-Jodlésung 


0,40 0,40 0,00 
0,41 0,40 0,01 


Kine Decarboxylierung konnte ebenfalls nicht nachgewiesen 
werden. Haupt- und Leerversuch lieferten innerhalb der Fehlergrenze die 
gleiche Menge Kohlensiure. Als Beleg fithren wir zwei Versuche mit 
Nierenbrei an. 


Kohlensiurebildung aus 100 mg 1-Phenylalanin 
in Nierenbrei. 





Hauptversuch | Leerversuch Differenz 
mg mg mg 
31,13 33,88 — 2,75 
35,75 39,27 — 3,52 








Eine Bildung von Tyrosin konnten wir in unseren Versuchen weder 
mit Leberbrei noch mit Nierenbrei feststellen; die Millonsche Farben- 
reaktion fiel in Haupt- und Leerversuch immer gleich stark aus. 

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen bei d,l-Tyrosin wird auch 
|-Phenylalanin von Nierenextrakt kaum angegriffen. In zwei Versuchen 
mit 8,0 mg 1-Phenylalanin und 4 ccm Nierenextrakt betrug der Unterschied 
zwischen Haupt- und Leerversuch einmal 40 emm und das andere Mai 
86 emm Sauerstoff; das sind rund 0,07 Atome pro Mol Aminosiure. 
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Die Differenz in der Ammoniakbildung betrug im ersten Versuch 
0,0072 mg und im zweiten 0,0137 mg NH;. Ebenso fiel die Ketosiure. 
titration aus. Im ersten Hauptversuch wurde 0,01 cem n/200-Jodlisung 
mehr verbraucht als im Leerversuch; der zweite Hauptversuch verbrauchte 
gleich viel Jodlésung wie der Leerversuch. 


d-Phenylalanin. Auch hier beniitzten wir ein Priparat von Hoffmann. 
La Roche. Es zersetzte sich bei 283—-284° und hatte den richtigen Stickstoff- 
gehalt. 0,5 g in 25 cem Wasser gelést ergaben in einem 2 dm-Rohr eine 
Drehung von + 1,38°, [@]2°°= + 34,5°, nach E. Fischer 35,0°. 
Die nicht natiirliche Form wird ebenfalls wie beim Tyrosin von beiden 
Organbreien sehr viel leichter desaminiert. 
Sauerstoffverbrauch. Das p,,-Optimum fiir die Sauerstoffaufnahme 
lag sowohl im Leber- als auch im Nierenbrei bei 7,8. Die Menge wechselte 
zwischen 0,85 und 1,70 Atomen pro Mol Aminosiiure, wie sich aus der 


folgenden Tabelle ergibt. 


Sauerstoffaufnahme von d-Phenylalanin 
in Leber- und Nierenbrei. 








O,-Mehrverbrauch im 
Hauptversuch 


mg d-Phenyl- 
alanin l 

Atome 

| pro Mo! 


cmm 


187 1,34 
142 1,08 
227 1,70 
183 1,40 
180 | 1,35 
220 1,68 
187 1,38 
55,7 cem 0,85 
4,7 cem | 1,54 
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In den Versuchen mit 2mg Aminosiiure nahmen wir durchweg 4g Organ- 
brei und in den beiden letzten grofen Ansiitzen 100 g Nierenbrei. Meistens 
wurde mehr als 1 Atom Sauerstoff verbraucht. Ein Teil des d-Phenylalanins 
muB also weiter abgebaut werden, wahrscheinlich zu Phenylessigsiure, da 
auch Kohlensiiure entwickelt wird. Es gelang uns aber nicht, die beiden 
Prozesse voneinander zu trennen. Die GréBe der Atmung hing auch stark 
von dem Mengenverhiiltnis der Aminosiiure zum Organbrei ab. 

Lift man dagegen Nierenextrakt auf d-Phenylalanin einwirken, 
so erhilt man einen Sauerstoffverbrauch von praktisch genau einem Atom 
pro Mol Aminosiure. 


Sauerstoffaufnahme von 250mg d-Phenylalanin 
in 75 cem Nierenextrakt bei py 7,6. 
Zeit (Minuten) 0,0 20 40 60 80 100 120 150 
Differenz zwischen 
Haupt- und Leer- 0,0 4,35 7,80 11,40 12,80 14,20 15,70 17,10 
versuch cem 
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Der auf 1 Atom berechnete Verbrauch betriigt 17,00 ccm. 

Desaminierung. Nach den Bestimmungen des Ammoniaks 
wurde d-Phenylalanin vollstiindig desaminiert; wir fanden 90—100°), des 
erwarteten Wertes. 


Ammoniakbildung aus 1mgd-Phenylalanin 
in Leber- und Nierenbrei bei pj; 7,6. 














Hauptversuch | Leerversuch| Ditferenz 
Organ 
mg mg mg 
a ee 1,098 0,892 0,206 
a 0,765 0,594 0,171 
a 0,805 0,617 0,188 
a aan a ee 1,188 1,004 0,184 


In dem Versuch mit Leberbrei wurde wieder das Gesamtammoniak 
bestimmt. Der theoretische Wert ist 0,2064 mg NH,. Die mittlere Differenz 
yon 0,187 mg entspricht 91°/, und die maximale 100°/, d. Th. 

Da Phenylalanin vollstiindig desamidiert wurde, erhielten wir auch 
bei der Ketosiuretitration positive Ausschlige, die 40—60°), d. Th. 
entsprachen. 

Jodometrische Titration 
der Bildung von Phenylbrenztraubensiure 
aus 1mgd-Phenylalanin in Nierenbrei bei py 7,6. 





Hauptversuch | Leerversuch Differenz 
ecm n/200-Jodlésung 
1,723 0,760 0,963 | 
2.148 | 0,760 1,388 
1,720 0,800 0,920 


Die mittlere Differenz im Verbrauch von n/200-Jodlésung entspricht 
0,447 mg Phenylbrenztraubensiure. Aus einem Molekiil der Aminosiure 
sind 0,9937 mg Ketosiure zu erwarten. Wir fanden im Mittel 45°, d. Th.; 
die maximale Differenz entspricht 58°/, d. Th. Da die Oxydation ja teilweise 
weitergeht, ist eine vollstiindige Ausbeute nicht zu erwarten. 

Zur Isolierung der Phenylbrenztraubensiure haben wir 1 g 
d-Phenylalanin mit 100 g Nierenbreisuspension digeriert. Nach 5 Stunden 
waren im Hauptversuch 56 ccm Sauerstoff mehr verbraucht worden als im 
Leerversuch, das sind 0,9 Atome pro Mol d-Phenylalanin. Die Oxydation ist 
hier nicht weitergegangen, weil relativ weniger Organbrei angewandt wurde, 
wie in den kleinen Ansiitzen. Das Reaktionsgemisch wurde mit 75 cem Tri- 
chloressigsiure—Salzsiure enteiweiBt, am anderen Tag filtriert und das Filtrat 
mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Der ‘itherische Extrakt wurde mit ge- 
gliihtem Natriumsulfat getrocknet und abdestilliert. Der Riickstand war 
eine schwach gelblich gefirbte esterartig riechende Fliissigkeit. Auf Zusatz 
von Wasser schied sich ein Ol aus, das im Scheidetrichter abgetrennt, mit 
Wenig Wasser nachgewaschen und zweimal mit je 10 ccm einer konzen- 
trierten Natriumbisulfitlésung durchgeschiittelt wurde. Dabei liste sich der 
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groBte Teil des Ols. Die Bisulfitlssung wurde mit Salzsiiure kongosaue; 
gemacht und die schweflige Siiure auf einem Wasserbad durch einen Luft. 
strom vertrieben. Auf Zusatz von 5 ccm einer konzentrierten Liésung yoy 
Phenylhydrazin fiel ein Niederschlag von mikroskopisch kleinen gelben 
Nadeln aus, die sich nach kurzer Zeit zu groBen Flocken vereinigten. Nach 
Umkrystallisieren aus 50°/,igem Alkohol schmolz das Phenylhydrazon }e; 
159—160° und gab mit dem Hydrazon aus der synthetischen Phenylbrenz. 
traubensiure gemischt keine Depression. Die Ausbeute betrug 200 ing 
Phenylhydrazon nach dem Umkrystallisieren. : 

Das eiweiBfreie Filtrat des Leerversuches wurde auf dieselbe Art auf- 
gearbeitet, gab aber nicht eine Spur von Niederschlag oder Triibung auf 
Phenylhydrazin. 

In dem oben angefiihrten Versuch tiber die Einwirkung von Nieren- 
extrakt auf d-Phenylalanin haben wir auch das Ammoniak bestimmt: 
der Leerversuch gab 1,24 mg und der Hauptversuch 25,89 mg NH,; die 
Differenz von 24,65 mg entspricht 95,7°/, d. Th. Bei der Titration der 
Ketosiure fanden wir im Leerversuch 4,70 mg und im Hauptversuch 
221,72 mg Phenylbrenztraubensiiure. Aus 250 mg d-Phenylalanin sind 
248,3 mg Phenylbrenztraubensiure zu erwarten. Unsere gefundene Differenz 
von 217,02 mg entspricht 87,5°/, d. Th. 

Wir haben dann noch 250 mg d-Phenylalanin mit 50 cem Nierenextrakt 
abgebaut und auf dieselbe Weise weiter behandelt, wie den entsprechenden 
Versuch mit d,l-Tyrosin. Da wir hier bei der Enteiweifung bedeutend 
geringere Mengen an Niederschliigen erhielten als in dem Versuch mit 
Nierenbrei, bekamen wir eine gré8ere Ausbeute. Wir isolierten 350 mg 
Dinitrophenylhydrazon der Phenylbrenztraubensiiure. 

Decarboxylierung. Die Versuche iiber den Sauerstoffverbrauch 
haben ergeben, daB das d-Phenylalanin hiiufig iiber die Stufe der Pheny!- 
brenztraubensiure hinaus oxydiert wird, wahrscheinlich unter Abspaltung 
von Kohlensiure zu Phenylessigsiiure. In einem Versuch mit 50 mg 
d-Phenylalanin in Nierenbrei fanden wir bei der Kohlensiurebestimmung 
eine Differenz von 3,39 ecem n/10-Barytlésung zwischen Haupt- und Leer- 
versuch; das sind 7,46 mg CO, oder 0,56 Mol auf ein Mol Aminosiure. In 
demselben Versuch betrug die Differenz im Sauerstoffverbrauch 5,2 cem bzw. 
1,54 Atome. Danach ist die Hilfte der gebildeten Phenylbrenztraubensiiure 
decarboxyliert worden. 

In dem eben erwihnten Versuch, wo 250 mg d-Phenylalanin mit 50 ccm 
Nierenextrakt abgebaut worden waren, wurden im Leerversuch 6,0 cem und 
im Hauptversuch 6,4 cem n/10-Barytlésung verbraucht. Praktisch ist in 
beiden Versuchen gleichviel Kohlensiiure frei geworden. Das decarboxy- 
lierende Ferment geht also ebensowenig in den Extrakt hinein, wie das 


dehydrierende. ; 
II. 


Bearbeitet von H. Dirr-Kaltenbach.*) 


Nach friiher ausgefiihrten Versuchen, die wir hier kurz zusammet- 
stellen, wirken Organschnitte ganz ihnlich wie Organbreie. Es wurden 


*) Frau Dr. H. Dirr-Kaltenbach hat noch im Laboratorium der 
II. Medizinischen Klinik Miinchen die ganzen Vorversuche zu der Arbeit 
ausgefiihrt. Die meisten sind inzwischen iiberholt. 
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‘eweils 0,8 g der Organschnitte mit 1 ccm Pufferlésung, die 1 mg der Amino- 
siure enthielt, in die ReaktionsgefiBe gebracht. 


Versuche mit Gewebsschnitten. 





O,-Verbrauch 











eg: Aminosiure 
Organ er Px pro Mol Aminosiure 
[MP4 se ]-Tyrosin 8,0 1,3 
a d-Phenylalanin 7,1 0,9 
Nebenniere. . . . 1-Tyrosin 8,0 1,7 
Zusammenfassung. 


1. Der Abbau des 1-Tyrosins durch Leberbrei li8t sich durch 
entsprechende Hinstellung der Wasserstoffionenkonzentration in 
drei Phasen zerlegen, die einem Verbrauch von einem, zwei und 
von vier Atomen Sauerstoff entsprechen. Die Endprodukte sind 
Acetessigsiure und Kohlensiure. p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
und Homogentisinsiure kommen als Zwischenprodukte nicht in Be- 
tracht. Ammoniak wird nicht abgespalten. 

2. Im Nierenbrei nimmt 1-Tyrosin nur ein Atom Sauerstofi 
auf, ohne desaminiert zu werden. 

3. d,l-Tyrosin verbraucht im Leberbrei ebenfalls maximal vier 
Atome Sauerstoff. Es wird soviel p-Oxyphenylbrenztraubensiure 
und Ammoniak gebildet, als der d-Komponente iquivalent ist. 

4. Im Nierenbrei verbraucht d,l-Tyrosin ein Atom Sauerstoff. 
Ammoniak wird nur soviel gebildet, als der Hilfte des angewandten 
Racemats, also der d-Form entspricht. 

5. Nierenextrakt oxydiert von d,l-Tyrosin nur die d-Form 
za Ammoniak und p-Oxyphenylbrenztraubensiure. 

6. p-Oxyphenylbrenztraubensiure nimmt in Leberbrei drei 
Atome Sauerstoff auf und wird zu Acetessigsiure und Kohlen- 
siure abgebaut. 

7. Homogentisinsiiure wird von Leberbrei unter Verbrauch 
von zwei Atomen Sauerstoff zu Acetessigsiure oxydiert. 

8. 1-Phenylalanin nimmt in Leber- und Nierenbrei ein Atom 
Sauerstofi auf, ohne daB Ammoniak frei wird oder eine Keton- 
siiure entsteht. Kine Umwandlung in Tyrosin scheint nicht ein- 
zutreten. 

9, d-Phenylalanin verbraucht in Leber- und Nierenbrei mehr 
als ein Atom Sauerstoff und liefert die iquivalente Menge Ammoniak. 
Kin Teil der gleichzeitig entstandenen Phenylbrenztraubensiure 
wird weiter zu Phenylessigsiiure und Kohlensiiure oxydiert. 
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10. Nierenextrakt desamidiert d-Phenylalanin vollstindig unte; 
Verbrauch von einem Atom Sauerstoff und mit fast theoretische: 
Ausbeute an Phenylbrenztraubensiure. 

11. Im Nierenbrei kommen zwei Fermentsysteme vor, welch: 
auf die optischen Antipoden der beiden aromatischen Aminosiiur«;, 
verschieden einwirken. Das eine dehydriert nur die natiirlichey 
optischen Formen ohne gleichzeitige Desaminierung (Aminosiiure- 
dehydrase). Das andere ist leicht extrahierbar und baut nur dic 
nicht natiirlichen optischen F'ormen unter oxydativer Desaminierung 
ab (Aminosiiuredesaminase). 
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Reindarstellung von gelbem Ferment aus Hefe 
durch Adsorptionsverfahren. 
Von 


Friedrich Weygand und Hans Stocker. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg. Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. April 1937) 


Das gelbe Ferment von O. Warburg und W. Christian 
hat H. Theorell?) rein dargestellt, indem er das chloroform- 
gereinigte gelbe Rohferment der Kataphorese und einer an- 
schlieBenden Ammonsulfatfraktionierung unterwarf. Ein geeigneter 
Kataphorese-Apparat, der es gestattet 0,5 ¢ gelbes Ferment in 
einem Arbeitsgang zu reinigen, wurde von H.T heorel1*) beschrieben. 
Die Darstellung gréBerer Mengen auf dem bekannten Wege ist 
jedoch iuBerst miihsam, nicht nur wegen der begrenzten Aufnahme- 
fihigkeit des Kataphoreseapparates, sondern auch wegen der lang- 
wierigen und verlustreichen Vorreinigung, die der Kataphorese 
vorangehen muB, 

Durch Anwendung der von R. Willstitter‘*) in die Enzym- 
chemie eingefiihrten Adsorptionsmethoden ist es uns gelungen, aut 
einem einfachen Wege zu 100°/,ig reinem gelben Ferment zu 
gelangen. 

Von R. Kuhn und H. Rudy‘) ist b-reits mitgeteilt worden, 
daB das durch Kataphorese von den Polysacchariden (Hefegummi) 
betreite gelbe Ferment durch Adsorption an Aluminiumhydroxyd 
und Elution mit Dinatriumphosphat gerei igt werden kann. Auch 
aus Rohfermentlésungen, die mehr als 9 .°/, organische Begleit- 
stoffe enthalten, liBt sich das gelbe Fer nent, wie wir gefunden 
haben, an Aluminiumhydroxyd adsorbieren und mit Dinatrium- 
oder Diammon-phosphat eluieren. Ferrihydroxyd kann ebenfalls 


1) Naturw. 20, 688 (1932); Biochem. Z. 254, 438 (1932); 257, 492 (1933). 
*) Biochem. Z. 278, 263 (1935). 
*) Biochem. Z. 278, 291 (1935). 
4) B. 55, 3601 (1922). 
5) B. 69, 1974 (1936). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. 12 
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zur Adsorption verwandt werden. Durch Wiederholung der Ad. 
sorption und Elution steigt der Reinheitsgrad auf 30—40 o/ 49 80 
daB durch 2 Adsorptionen und Elutionen schon 96—98°/, der 
Begleitstoffe entfernt sind. 

Das 30—40°/,ige Ferment unterwerfen wir 1—2 Ammon- 
sulfatfallungen. Nach neuerlicher Adsorption, Elution und 
Dialyse ist dann das gelbe Ferment bereits rein. Wir haben diesen 
Arbeitsgang wiederholt angewandt und sind stets zu 100°/, igem 
Ferment gelangt. 

Von den bekannten verschiedenen Sorten Aluminiumhydroxyd 
ist das nach R. Willstatter und H. Kraut?) bereitete Ortho- 
aluminiumhydroxyd y sehr geeignet zur Reinigung des gelben 
Ferments. Nach Adsorption aus salzfreien, insbesondere phosphat- 
freien Liésungen an Ortho-aluminiumhydroxyd y gelingt die Elution 
nicht mit verdiimntem Ammoniak. Man kann jedoch glatt mit 
verdiinntem Ammoniak eluieren, wenn schon bei der Adsorption 
etwas Phosphat zugesetzt wird. Bei den im priparativen MaBstabh 
durchgefihrten Adsorptionen und Elutionen haben wir diesen 
Zusatz von Phosphat stets als giinstig fiir die erzieélten Reinheits- 
grade und Ausbeuten befunden. Nach vollstandiger Adsorption 
werden 85—95°/, des gelben Ferments wieder eluiert. Zur Elution 
hat sich ein Gemisch folgender Zusammensetzung gut bewahrt: 
450 ccm 2-n Ammoniak, 20 g Diammonphosphat, 9500 ccm Wasser. 
Die Adsorptionen wurden bei einem p,, von 5—7 durchgefiihrt. 
Auch aus ammoniakalischer Lésung kann adsorbiert werden, wenn 
die Lésung kein Phosphat enthalt. Die Temperatur hielten wir 
wihrend der Adsorptionen und Elutionen bei 5—10°. 

Das durch Adsorptionsverfahren gereinigte gelhe 
Ferment laBt sich genau wie das durch Kataphorese 
gereinigte reversibel spalten. Wir haben den Trager aus 
gelbem Ferment, das nach unserer Methode gewonnen worden war, 
sowohl auf seine Kupplungsfahigkeit gegeniiber Lactoflavin-5’- 
phosphorsiure’), als auch gegeniiber Lactoflavin nach R. Kuhn 
und H. Rudy’) gepriift und voll wirksam gefunden (Tab. 2). Die 
Angabe H. Theorells*), daB nur das nach seiner Methode ge- 
wonnene gelbe Ferment reversibel spaltbar sei, wird somit hinfillig. 





1) B. 56, 1118 (1923); B. 57, 1088 (1924). 

*) R. Kuhn, H. Rudy und F. Weygand, B. 69, 1543 (1936); R. Kuhn 
und H. Rudy, B. 69, 1974 (1936). 

3) B. 69, 2557 (1936). 

4) Biochem. Z. 278, 266 (1935). 
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Den von uns dargestellten Trager des gelben Ferments haben 
wir durch Trocknen im Vakuumexsikkator in haltbarer, fester 
Form gewonnen ('l'ab. 2). 

In der folgenden Tabelle bringen wir die Ergebnisse einiger 
Adsorptionsversuche mit einem 60°/,igen gelben Ferment. Uber 
quantitative Versuche, insbesondere Adsorptionsisothermen und 
),-Abhingigkeit der Adsorptions- und Elutionsvorgiinge, auch in 
hezug auf Reinheit und Ausbeute, wird noch berichtet werden. 





Tabelle 1. 
, : Eluierbarkeit mit 
Adsorbens renee 2 °/,igem 

bei py = 6—" Diammonphosphat 
Aluminiumhydroxyd y .. . + + + +++ 
Ferrihydroxyd ....... +++ +++ 
Fullererde. ........ + tot 
Floridin XXF....... + + +++ 
Frankonit SB ..... es +4 ++ 
Clarit, hochaktiv. ..... -- 
Ee a ee = 
a ee _ 
Re ae oe > ie. wee wt Se — 
eh -- 
Caleiumsulfat ....... — 
a a — 








Das Zeichen — bedeutet, da8B die Adsorption des gelben Fermentes 
so gering war, daB sie fiir priparative Zwecke nicht in Betracht kam. 


Es fallt auf, daB von den angegebenen Silikaten diejenigen 
(Fullererde, Frankonit, Floridin) das gelbe Ferment gut adsor- 
bieren, die auch fir Lactoflavinphosphorsiure gute Adsorbentien 
sind. Offenbar liegt eine gerichtete Adsorption vor: Die Wir- 
kungsgruppe des gelben Ferments ist derjenige Teil des Mole- 
kiils, der an die Oberflache der Silikate gebunden wird. 


Beispiel I. 

1. Adsorption. Eine dialysierte Fermentlésung (9000 ccm), 
die aus 30 kg Trockenhefe (Léwenbrauerei Miinchen) bereitet war 
und weniger als 1 g Ferment in 100 g Trockensubstanz enthielt, 
wurde auf 5—10° abgekihlt und mit 10 ccm m/2-Phosphat 
vom p, = 7 versetzt (p, der Lésung dann 6,0). Zur voll- 
stiindigen Adsorption wurden 3900 ccm einer Aluminiumhydroxyd- 
suspension benétigt, die 3,1°/,ig an Al,O, war. Das Adsorbens 
wurde in Portionen von 2000, 1000 und 900 ccm zugegeben. 


12* 
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Nach dem Einriihren jeder Portion wurde jeweils 10—20 Minutey 
geriihrt und dann eine Probe zentrifugiert. Nach der Menge des 
nicht adsorbierten Ferments (geschiitzt nach Erhitzen einer Probe 
der Lésung mit verdiinnter Essigsiure aus der Stirke der griin- 
gelben Fluoreszenz vor der Quarzlampe) wurde die noch zu- 
zusetzende Menge Aluminiumhydroxyd bemessen. 

Zur Elution wurde jeweils 30 Minuten mit den angegebenen 
Mengen Elutionsgemisch geriihrt und dann zentrifugiert oder auf 
einer groBen Nutsche abgenutscht. 


1. Elution 3000 cem Elutionsgemisch: stark gelb, 
2. - 1500 _,, - +. : stark gelb, 


3. » 1500 _,, . m : gelb, 
4, ~— ee + i Mm : farblos. 


Die vereinigten Elutionen 1—3 wurden 48 Stunden dialysiert. 

2. Adsorption. Die dialysierte Fermentlésung wurde mit 
10 ccm m/2-Phosphat vom p,, = 7 versetzt (p,, der Lisung dann 5,8 
und wie vorher beschrieben an insgesamt 900 ccm Aluminiun- 
hydroxyd-suspension (3,1°/,ig Al,O,) adsorbiert. 

Eluiert wurde mit dem Elutionsgemisch. 

1. Elution 2500 cem: stark gelb, 
m 8 '«% 1500 ,, : stark gelb, 
8. ‘ 1000 ,, : gelb, 

SS « 500 ,, : farblos. 

Die vereinigten Elutionen 1—3 wurden, nach lingerer Dialyse. 
im Vakuum auf die Hilfte konzentriert (Badtemperatur 35—40° 
und der Fermentgehalt sowie Reinheitsgrad bestimmt. Danach 
lagen vor 5,88 g (auf reines Ferment bezogen) vom Reinheits- 
grad = 37 °/,. 

Hefegummi konnte mit der Salkowski-Probe nicht mehr 
nachgewlesen werden. 

Ammonsulfatfallung. Mit Essigsiure wurde p,,= 5,2 (iso- 
elestrischer Punkt) eingestellt und das gelbe Ferment durch Zu- 
gabe von 2 Vol. gesittigter Ammonsulfatlésung gefillt. Der 
Fermentniederschlag wurde durch 2 Nutschen von 25 cm Durch- 
messer iiber gewéhnlichen Filtern abgesaugt. Anfinglich mubte 
die Lésung éfters zuriickgegossen werden bis sie klar durchliei. 
Die Filter samt dem Niederschlag wurden in Streifen zer- 
schnitten und das Ferment durch Riihren mit Wasser wieder 
in Lésung gebracht. Nach Wiederholung der Ammonsulfatfallung 
in der zuvor beschriebenen Weise und Dialyse der Fermentlésung 
gegen destilliertes Wasser hatten wir 5,2 ¢ gelbes Ferment vom 


Reinheitsgrad = 73°/,. 
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3. Adsorption. 1060 ccm Lésung = 4,6 g Ferment wurden 
mit 4 ccm m/2-Phosphat vom p, =7 versetzt. Das Py der 
Lisung war dann 5,8. 

Zur Adsorption wurden nur noch 185 cem Aluminium- 
hydroxyd-suspension (3,1°/,ig an Al,O,) bendtigt, wobei eine sehr 
seyinge Menge gelbes Ferment in Lésung zuriickgelassen wurde. 
Zur Elution dienten insgesamt 950 ccm Elutionsgemisch. Nach 
der Dialyse lagen 4,18 g reines gelbes Ferment vor. 

Es waren 0,290 mg Lactoflavinphosphorsiiure in 46 mg 
trockenem gelbem Ferment enthalten. Daraus berechnet sich 
(Molekulargewicht der Lactoflavinphosphorsiure = 456) fiir das 
Chromoproteid ein Molekulargewicht von 74000. 


Beispiel IL. 


Aus 7,6 kg Trockenhefe erhielten wir, ohne Kontrolle des 
Reinheitsgrades der Zwischenstufen, entsprechend der oben an- 
gegebenen Vorschrift, jedoch mit nur 1 Ammonsulfatfillung, 
11g 100°/,iges gelbes Ferment. 

0, 155 mg. Wirkungsgruppe entsprachen 23,3 mg trockenem 
celbem Ferment, entsprechend einem Molekulargewicht von 68500. 

Das reine gelbe Ferment bewahren wir in wibriger Lisung 
im Kisschrank bei 0° unter Toluol auf. 


Tabelle 2. 
Die Kupplungsfihigkeit des Trigers aus gelbem Ferment, 
das durch Adsorptionsverfahren gereinigt ist. 
Je Ansatz: 0,5 eem Methylenblau (1: 5000); 0,3 cem Co-Ferment aus Pferde- 
blutzellen; 0,5 cem Zwischenferment aus Hefe; 0,1 cem Phosphatpuffer 
(m/2, py = 7); 0,1 eem Neuberg- Ester (Na-Salz m/10); ¢ = 37°. 




















Nr. 1 2 3 4 5 
ne D 0,5 se _ 0,5 
i ee ee a -- 0,5 0,5 _- 
Lactoflavin - 5’- phosphorsiure 5 7 

alli eae a oe ee a ee a 0,2 — 52 — — 
Lactoflavin, synth. 500 y pro eem | — — - at 0,2 
a Jer eee 0,3 0,5 0,3 0,5 0,3 
Entfirbungszeit ........ 2), | >3s 2" >35° | 19/,’ 


Traiger I ist in Wasser geléster Traiger unmittelbar nach Er- 
reichung der vollen Aktivitit. 

Trager II ist Trager I getrocknet im Vakuumexsiccator 
iber P,O, und nach 4 Tagen in */, der urspriinglichen Menge 
Wasser gelést. 











Die Hydrierung von Harnsdure zu Xanthin 
mit tiberlebenden Gewebsschnitten. 


(Beitrag zur Kenntnis der Xanthindehydrase.) 
Von 
W. Reindel und W. Sehuler. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Klinik Erlangen 
und der If. Medizinischen Klinik Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. April 1937.) 


Das von Schardinger 1902 in roher Kuhmilch gefundene, 
Methylenblau bei Anwesenheit von Aldehyden entfirbende Ferment 
wurde 1914 von H. Wieland!) als ausgesprochene Dehydrase er- 
kannt. F. G. Hopkins?) konnte nachweisen, daB dieses Ferment 
Hypoxanthin und Xanthin zu Harnsiure dehydriert. Das nun- 
mehr als Xanthindehydrase bezeichnete Ferment ist daher auch 
physiologisch von groBer Bedeutung fiir den Purinstoffwechsel. 
Bei unseren Untersuchungen iiber die Harnsiuresynthese und 
den Purinstoffwechsel*) haben wir auch Versuche iiber die 
Dehydrierung von Hypoxanthin und Xanthin durchgefiihrt, iiber 
die im folgenden gesondert berichtet werden soll, da die Er- 
gebnisse von besonderem Interesse fiir die Kenntnis des Purin- 
stoffwechsels sein diirften. 

Uberlebende Nierenschnitte von Albinoratten, Meer- 
schweinchen und Katzen vermégen in physiologischer Lésung 
bei K6érpertemperatur suspendiert in 2—3 Stunden Xanthin zu 
Harnsdure zu dehydrieren, so daB an ihrem Gehalt an Xanthin- 
dehydrase nicht zu zweifeln ist. Verwandte man aber bei gleich 
ausgefiihrten Versuchen an Stelle von Xanthin Hypoxanthin, so 
konnte nicht nur keine Harnsiurebildung nachgewiesen, sondern 
auffallenderweise meist sogar eine Abnahme der aus den Gewebs- 
schnitten stammenden Harnsiiure festgestellt werden. Bei Ver- 
wendung von iiberlebenden Milzschnitten fanden sich quantitativ 
etwas abweichende, aber prinzipiell gleiche Verhiltnisse. 

DaB aus Hypoxanthin als bekanntem Harnsiurebildner im 
Gegensatz zu Xanthin keine Harnsiure entstand, veranlaBte uns 
zur Bearbeitung folgender Fragestellungen: 1. Spielt die An- 
wesenheit von Urikase eine Rolle oder wird Hypoxanthin als 
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solches anderweitig abgebaut? 2. Besteht das Xanthindehydrase- 
system aus zwei fiir Hypoxanthin und Xanthin  spezifischen 
Komponenten ? 

Zur Lésung der ersten Frage bestimmten wir nach W. Schuler 
u. W. Reindel*) den Puringehalt hypoxanthinhaltiger Lisungen, 
die 21/, Stunden lang mit tiberlebenden Nierenschnitten von Albino- 
ratten behandelt waren. Das zugesetzte Hypoxanthin konnte in 
allen untersuchten Fallen quantitativ als Purin wiedergefunden 
werden. Damit ist nachgewiesen, dab der Grund fiir die Un- 
fihigkeit iiberlebender Nierenschnitte zur Harnsiiurebildung aus 
Hypoxanthin weder die Urikolyse, noch ein anderer Abbau des 
Purinringes sein kann. Da Xanthindehydrase als typischer Ver- 
treter der Aerodehydrasen bekanntlich unter aeroben und an- 
aeroben Bedingungen wirken kann, versuchten wir zur Loésung 
der 2. Frage anaerobe Bedingungen zu schaffen, um so viel- 
leicht einen Unterschied in der Wirkungsweise der Xanthin- 
dehydrase auf Hypoxanthin im Gegensatz zu Xanthin feststellen 
zu kénnen. Cyankalium in Konzentrationen von m/1000 bis 
zu m/50 sollte die aerobe Dehydrierung hemmen oder aus- 
schalten, Methylenblau in Konzentrationen von 3—6 mg-9°/, die 
Moéglichkeit zu anaerober Dehydrierung schaffen. Zusatz von 
Cyankalium zeigte bei uns eine wesentlich stirkere Hemmung 
der aeroben Xanthindehydrierung als sie H. Wieland‘) bei Ver- 
suchen mit gereinigter Fermentlisung gefunden hat, der Zusatz 
von Methylenblau aber brachte erst Aufklirung iiber die Wir- 
kungsweise der Xanthindehydrase iiberlebender Nierenschnitte. 
Methylenblau steigerte bei Xanthin die Ausbeute an Harnsiure 
bis zum berechneten Wert und bewirkte auch eine vollstindige 
Umwandlung von Hypoxanthin in Harnsiiure. Methylenblau braucht 
dabei nicht in einer den Oxypurinen entsprechenden Menge vor- 
handen zu sein, es scheint als Sauerstoff iibertragender Kataly- 
sator zu wirken. Bei Abwesenheit xanthindehydrasehaltiger Ge- 
websschnitte vermag Methylenblau gelistes Hypoxanthin oder 
Xanthin nicht zu verindern. Diese Ergebnisse beweisen, daB in 
der Niere nicht eine nur Xanthin dehydrierende Komponente des 
Xanthindehydrasesystems vorkommt und es sich auch nicht um 
das Fehlen eines Coenzyms handelt. 

Ferner zeigt die Methylenblauwirkung, daB die Xanthin- 
dehydrase der Gewebe trotz Anwesenheit von Sauerstoff die 
anaerobe Dehydrierung bevorzugt katalysiert. Anwesenheit von 
1/1000 Cyankalium hemmte die bei Anwesenheit von Methylen- 
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blau mégliche anaerobe Dehydrierung der Oxypurine mit iiber- 
lebenden Gewebsschnitten. Fiir dieses vom Verhalten gereinigter 
Xanthindehydraselésung aus Milch [H. Wieland‘)] abweichende 
Verhalten kénnen wir vorerst keine Erklirung geben. 

Kine weitere Tatsache war bei der Untersuchung xanthin- 
dehydrasehaltiger Gewebsschnitte aufgefallen. Setzte man zu 
iiberlebenden Nierenschnitten auBer Xanthin auch Hypoxanthin 
in einer Konzentration von 1—5 mg-°/, zu, so zeigte sich, daf 
schon ganz geringe Mengen an Hypoxanthin die Harnsiure- 
bildung aus Xanthin hemmen. In zwei Fallen war nach 2 Stunden 
bei Zusatz von 2mg-°/, Hypoxanthin keine Harnsiurebildung aus 
Xanthin mehr nachzuweisen, wihrend sie bei Anwesenheit von 
1 mg-°/, Hypoxanthin gerade noch eintrat. Die kurvenmiéBige Dar- 
stellung der Abhingigkeit der Harnsiurebildung von der Zeit unter 
der beschleunigenden Wirkung von Methylenblau ergibt eine erst 
nach etwa 60 Minuten beginnende Harnsiurebildung aus Hypo- 
xanthin und eine sofort beginnende aus Xanthin. (Figur, Kurve | 
und III.) Die Hemmung der Xanthinoxydation durch Hypo- 
xanthin und der zeitliche Verlauf der Harnsiurebildung aus 
Hypoxanthin lassen sich nur wie folgt deuten: Die Hypoxanthin- 
dehydrierung zu Harnsiure verliiuft in zwei Stufen. Erst wenn 
alles vorhandene Hypoxanthin in Xanthin umgewandelt ist 
(1. Stufe), setzt die Harnsiurebildung aus Xanthin (2. Stufe) ein. 
DaB es sich bei der fermentativen Dehydrierung von Hypoxanthin 
zu Harnsiure um eine ,,Zweistufenoxydation“ handelt, hat 
D. E. Green) beim Arbeiten mit Xanthindehydrase aus Milch 
aus potentiometrisch gefundenen Werten mit Hilfe mathematischer 
Beziehungen abgeleitet. Wir fanden das gleiche Ergebnis unter 
ganz anderen Voraussetzungen und mit anderer Methodik. Unsere 
Versuche zeigen, daB diese Zweistufenoxydation auch fiir die im 
Gewebe vorhandene Xanthindehydrase in Frage kommt. 

Bei Zusatz von 2—5 mg-°/, Hypoxanthin zu_ iiberlebenden 
Nierenschnitten von Ratten, Meerschweinchen und Katzen war 
nach 2stiindiger Versuchsdauer eine der Hypoxanthinkonzen- 
tration entsprechende Abnahme des Harnsiuregehaltes fest- 
zustellen. Dieses Ergebnis erschien zunichst merkwiirdig; denn 
warum sollte eine Substanz, die als Harnsiurebildner bekannt ist, 
Grund zum Verschwinden von Harnsiure geben? Nicht nur die 
im Leerversuch vorhandene, sondern auch zugesetzte Harnsiure 
wurde durch Hypoxanthin vermindert. Durch Betrachtung unserer 
bisherigen Ergebnisse gelang zunichst eine theoretische Deutung 
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dieser Harnsiureverminderung durch Hypoxanthin. Da es sich 
pei der Hypoxanthindehydrierung um eine nach dem Schema: 
Hypoxanthin — > Xanthin —»> Harnsiure in 2 Stufen ver- 
jaufende Reaktion handelt und auBerdem, wie die Beschleunigung 
durch Methylenblau zeigt, diese Reaktion auch unter aeroben 
Bedingungen den anaeroben Weg bei Anwesenheit von Wasserstoff- 
acceptoren bevorzugt, miissen wir annehmen, dai anwesende Harn- 
siure als Wasserstoffacceptor fiir Hypoxanthin dient. ‘Sie wird 
dabei zu Xanthin reduziert, wihrend andererseits  gleich- 
zeitig aus Hypoxanthin durch Dehydrierung (Hypoxanthin als 


—-s te SF 


I. 5 mg-°/, Hypoxanthin. 
II. 5 mg-°/, 99 
IIT. 5 mg-°/, Xanthin. 


IV. 5 mg-*/, Hypoxanthin 
+ 5 mg-°/, Harnsaure. 














Ab- | Ordi- | Ab- | Ordi- | Ab- | Ordi-| Ab- | Ordi- 
szisse| nate szisse | nate |[szisse| nate |szisse| nate 


160 | 6,4 

















Kurve I |] 15 | 0 30 | 0 60 | 0,75 
I 15 |-0,5 | 45 |—0,44 | 180 | 5,75 | 
mt | 20 055] 40 | 1,05] 60/| 1,25 | 120 | 2,0 
IV | 20 | 4,7 | 35 | 3,7 60 | 4,25 | 90 | 5,85 | 240/10,1 


Wasserstoffdonator) die gleiche Menge Xanthin gebildet wird 
(1 Hypoxanthin —-» 2 Xanthin <— 1 Harnsiure). Die Richtig- 
keit dieser Annahme konnte experimentell erwiesen werden. Zu- 
nichst konnten wir die bei Hypoxanthinzusatz verschwundene 
Harnsiure mit iiberlebenden Taubenpankreasschnitten nach 
Schuler und Reindel*) quantitativ als Oxypurin wiederfinden 
und dadurch den Beweis erbringen, daB kein Abbau des Purin- 
skeletts erfolgt war. Bei Abwesenheit xanthindehydrasehaltiger 
Gewebsschnitte blieben Hypoxanthin und Harnsiiure unverindert 
in der Lésung. Ferner zeigte die graphische Darstellung der zeit- 
lichen Abhingigkeit der Harnsiiurebildung aus Hypoxanthin bei 
Anwesenheit von Harnsiure (Figur, Kurve IV), da zunichst eine 
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Harnsiureabnahme bis zu einem Minimum bei etwa 30 Minutey 
Versuchsdauer erfolgt. Nach etwa 60 Minuten ist der urspriing. 
liche Harnsiurewert wieder erreicht und nach 3—4 Stunden das 
zugesetzte Hypoxanthin vollkommen zu Harnsiure dehydrier 
worden. Die den Kurven zugrunde liegenden Versuche wurden 
unter der beschleunigenden Wirkung von 3 mg-°/, Methylenblau 
durchgefiihrt. Sie zeigten, da8 trotz Anwesenheit von Methylen- 
blau zunichst Harnsiiure der bevorzugte Wasserstoffacceptor fiir 
Hypoxanthin ist. Obne Methylenblau war unter sonst gleicher 
Bedingungen noch nach 2 Stunden der Harnsiurewert niedriger 
als zu Beginn des Versuchs. Wir nehmen an, daB die )be- 
schleunigende Wirkung von Methylenblau auch auf den durch 
den absteigenden Ast der Kurve dargestellten Vorgang auf eine 
Beeinflussung der Gewebsatmung zuriickzufiihren ist. D.E.Green° 
hat auf potentiometrischem und colorimetrischem Wege durch An- 
wendung verschiedener Redoxindikatoren von niedrigerem Redox- 
potential als dem des Systems Oxypurine-Xanthindehydrase eine 
vollkommene Reversibilitiit der Xanthindehydrasewirkung bei ge- 
reinigtem Ferment aus Milch feststellen kénnen. Wir fanden das 
fiir den gesamten Purinstoffwechsel wichtige Ergebnis, dab 
mit xanthindehydrasehaltigem tierischem Gewebe bei 
Anwesenheit von Hypoxanthin eine Xanthinbildung aus 
Harnsiure eintritt, nach experimenteller Klirung der zu- 
nichst merkwiirdig erscheinenden Tatsache einer geringen Ab- 
nahme des Harnsiuregehaltes hypoxanthinhaltiger Lésungen durci: 
Behandlung mit iiberlebenden Nierenschnitten. Weiteren Ver- 
suchen wird es vorbehalten bleiben nachzuweisen, ob auBer Hypo- 
xanthin auch anderen kérpereigenen Substanzen die Fiahigkeit 
zur Reduktion von Harnsiiure zukommt. 

Damit ist fir das MHarnsiiureproblem ein neues Unter- 
suchungsfeld erschlossen. Es wird bei allen kiinftigen Aui- 
stellungen von Harnsiurebilanzen zu beriicksichtigen sein, dab 
xanthindehydrasehaltige Organe unter bestimmten Bedingungen 
Xanthin aus Harnsiure bilden kénnen. In diesem Zusammen- 
hange sei besonders an die von A. Schittenhelm und seiner 
Schule ausgefiihrten fiir die Kenntnis des Purinstoffwechsels 
grundlegenden Arbeiten erinnert. Er findet in zahlreichen unter 
verschiedenen Bedingungen am lebenden Organismus durch- 
gefiihrten Purinbilanz- und Belastungsversuchen stets ein Defizit 
an Harnsiure und Purinen nach deren quantitativer Bestimmung 
in Exkreten und Organen. A. Schittenhelm und K. Wiener” 
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fanden z. B. trotz 6 Tage vor dem Tode eines Patienten ein- 
getretener Anurie bei Untersuchung der Organe auffadllender- 
weise so gut wie keine Harnsiure, dagegen besonders in der 
Leber betrachtliche Mengen an Xanthin, auferdem weniger 
Hypoxanthin und etwas Adenin. Bei Untersuchung der Organe 
anderer menschlicher Leichen ergab sich ein grundsiitzlich 
sleiches Bild. Trotz des Fehlens der zu Allantoin fihrenden 
Urikolyse erklart Schittenhelm seine Befunde dadurch, dab Harn- 
siure nicht das alleinige Endprodukt des Purinstoffwechsels sein 
kann. Wenn wir auch fir das Bilanzdefizit an Purinen keine 
Erklirung geben kénnen, so méchten wir den Grund fiir das 
Fehlen der Harnsiure in den Organen darin suchen, daf in 
allen xanthindehydrasehaltigen Organen z. B. in der Leber keine 
Harnsiiurebildung erfolgen kann, solange noch Hypoxanthin vor- 
handen ist, da es sich hier um die oben klargelegte in zwei Stufen 
erfolgende Oxydation des Hypoxanthins zu Harnsiure handelt. 
In spateren Untersuchungen kommen A. Schittenhelm und 
K. Harpuder’) nach Bestimmung der ausgeschiedenen und des 
Organgehaltes an Harnsiiure nach gehiiuften Harnsiureinjektionen 
zu dem Schlusse, daB ,,bei Harnsdéuretiberschwemmung des Kérpers 
nur ein kleiner Bruchteil der injizierten Mengen im Urin und 
Organen wiedergefunden werden kann, ein griBerer aber ver- 
schwindet“. Uns driingt sich bei Betrachtung dieser Ergebnisse 
unwillkiirlich die Frage auf, ob hier nicht das groBe Harnsiure- 
angebot dadurch vom Organismus bewiiltigt wurde, da in den 
xanthindehydrase- und hypoxanthinhaltigen Organen eine Reduk- 
tion der Harnsaéure zu Xanthin erfolgte und das ,,Verschwinden 
der Harnsiure“ durch eine Xanthinbildung aus der injizierten 
Harnséure erklirt werden muB, wie sie in unseren Versuchen 
bei Zusatz von Harnsiure zu den Gewebsschnitten erfolgt ist. 


Beschreibung der Versuche. 


Versuchsanordnung: Die Versuche wurden nur mit jiingeren 
Tieren ausgefiihrt, da Organschnitte alter Tiere oft sehr triige reagieren. 
Sofort nach Tétung der Tiere wurden die zu untersuchenden Organe 
herauspripariert, von anhaftendem Bindegewebe befreit und mit einem 
scharfen Rasiermesser Schnitte hergestellt, die nicht iiber '/, mm dick 
waren. Wenn geniigend Organ vorhanden war, wurden fiir 10 ccm 
Lisung 500 mg und meist nie unter 400 mg Organschnitte auf einer 
Torsionswage genau abgewogen. Nachdem die Schnitte in physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen waren, wurden sie in die schon vorbereitete 
Untersuchungslésung gebracht. Als Reaktionsgefiibe dienten Schliffkélbchen 
von 25—80cem Inhalt. Diese Kélbchen wurden dann in eine tiber einem 
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Thermostaten angebrachte Schiittelvorrichtung gebracht, zur Aufrecht- 
erhaltung der Gewebsatmung Sauerstoff in jedes Versuchsgefa8 celeitet 
und, wenn nicht anders bemerkt, 2 Stunden lang bei 37° geschiittelt. Als 
Lésungsmittel diente Phosphatpuffer von pg 8,0 oder 8,3. 

Bei allen Versuchen diente die entsprechende Organschnittmenge in 
Pufferlésung ohne Zusatz geschiittelt zur Ermittlung des Harnsiuregehaltes 
der Gewebsschnitte. Dieser Leerversuchswert wurde immer von den Harn- 
siurewerten der Vollversuche abgezogen und so der eigentliche Wert gefunden, 


Abkiirzungen: R= Ratte; M = Meerschweinchen; K = Katze; 
N = Niere; Mi = Milz. 
Hy = Hypoxanthin; X = Xanthin; U = Harnsiiure; 
Mb = Methylenblau. 


I. Hypoxanthin und Xanthin + Nierenschnitte. 








: U 
a Nieren- ; 
Phosphatpuffer Zusatz abziigl. 
schnitte 
Leervers. 


mg-°/, | Subst. mg 

















0 160 
10 160 
10 160 


160 
160 
160 
240 
240 
240 


500 3,0 
500 2,5 
500 4,2 
450 0,86 
450 0 
450 1,23 

















II. Nachweis des zugesetzten Hypoxanthins als Purin. 











Phosphat- : are ; t 
puffer Zusatz ~ J abziigl. 


Lésung schnitte . anaes, 


0/ 
mg- rT) 


— 0,49 


—0,21 
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Aufrecht- Purinbestimmung mit je 350mg Taubenpankreas. 
3 geleitet _ — ———_— 
telt. Als Purine Purin-U Berechnet 
Phosphatpuffer = abziigl. fiir 
mana in § — + Leervers. | zuges. Hy 
-egehaltes . i eo “a 
len Harn- cem Pu com | Lésung | mg-"/, U mg-"/ mg-°/) U 
refunden, = ee 7 ee 
ies 2 7,4 2 | I 5,82 
acai 2 7,4 : + 2 12,06 6,24 6,17 
: | ) 1,4 2 | Il 4,34 
saure: ‘ “ ’ : ’ 
2 7,4 > | 10,76 6,42 6,17 
III. Einflu8 von Cyankalium. 
a 10 cem Phosphatpuffer pj, 8,0. 
U ——$$$$$_—_—___———- 
re = KCN- fe 
Leervers, Tier - ‘ ; Zusatz Organ C abziigl. 
mg-"/, N el Leervers. 
———— = tration in 
mg-°/, | Subst. mg mg-°/, mg-°/, 
“ R14 0 | 0 500 N 4,86 
3,05 0 > | 3 500 N 6,48 1,62 
m/50 0 500 N 0,5 
— 0,08 m/50 5 X 500 N 0,5 0 
2,89 m/100 0 500 N 0,5 
m/100 5 X 500 N 0,5 0 
0 0 215 Mi 1,4 
in 0 5 | X 215 Mi 2,45 1,05 
e m/50 0 215 Mi 0,5 
m/50 5 X 215 Mi 0,5 0 
—0,5 m/100 0 215 Mi 0,5 
1,2 m/100 5 xX 215 Mi 0,5 0 
R16 0 | 0 460 N 3,9 
—0,86 0 5 | Hy 460 N 2,9 a e 
0,37 m/500 | 0 460 N 0,3 
m/500 5 | Hy 460 N 0,3 0 
m/1000 | 0 460 N 0,5 
: m/1000 5 Hy 460 N 0,5 0 
——— 0 0 260 Mi 2,45 
U 0 5 |. Hy 260 Mi 2,45 0 
diaie m/500 | 0 260 Mi 12 
oe m/500 5 | Hy 260 Mi 1,1 —0,6 
— m/1000 0 260 Mi 2,45 
mg-/, m/1000 5 Hy 260 Mi 1,23 — 1,02 
R18 0 0 500 Mi 3,14 
0 5 | Hy 500 Mi 5,96 2,82 
— 0,49 m/1000 | 0 500 Mi 2,5 
m/1000 5 | Hy 500 Mi 2,34 — 0,16 
‘. 0 5 X 500 Mi 6,95 3,81 
—0,21 m/1000 5 x 500 Mi 3,75 1,25 
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IV. Einflu8 von Methylenblau, Methylenblau + Cyankalium 


mit und ohne Gewebe. 





Phosphat- 
puffer 





Zusatz 








| 
mg-°/,| Subst. 


Organ 


mg 


U 
abziigl. 
Leeryers, 























m/1000 
m/1000 


0 

0 
m/1000 
m/1000 


m/1000 








420 N 
420 N 
420 N 
420 N 


200 Mi 
200 Mi 
200 Mi 
200 Mi 


450 N 
450 N 
450 N 
450 N 


220 Mi 
220 Mi 
220 Mi 
220 Mi 


420 N 
420 N 
420 N 
420 N 


200 Mi 
200 Mi 
200 Mi 
200 Mi 


435 N 
435 N 
435 N 
435 N 


0 
0 
0 











um 


NI creme 
U 
abziicl. 
Leervers, 
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V. Einflu8 von Hypoxanthin auf die Xanthindehydrierung. 
Je 10 ccm Phosphatpufferlésung py, 8,0. 
is U 
Tier Hy x Nieren- U abziigl. 
Nr. schnitte Leervers. 
mg-°/, | mg-°/ mg mg-°/, mg-%/, 
R11 480 3,5 
5 480 5,15 1,65 
5 5 480 3,26 — 0,24 
R12 410 3,38 
5 410 4,86 1,48 
5 5 410 3.14 —0,24 
R18 400 2,45 
5 400 3,38 0,93 
5 5 400 2,24 —0,21 
R 24 500 3,89 
1 500 4,16 0,27 
2 500 3.63 — 0,26 
3 500 3,50 — 0,39 
5 500 4,43 0,54 
1 5 500 4,35 0,19 
2 5 500 3,63 0 
3 5 500 3,50 0 
R25 500 4,79 
1 500 5,08 0,29 
2 500 4,79 0 
3 500 4,58 — 0,26 
5 500 5,69 0,9 
1 5 500 5,54 0,46 
2 5 500 4,79 0 
3 5 500 4,47 0 
M2 450 0,86 
1 450 0,86 0 
2 450 0,77 —0,1 
3 450 0,24 — 0,62 
4 450 0 — 0,86 
5 450 1,23 0,37 
1 5 450 0,86 0 
2 5 450 0,50 —0,27 
3 5 450 0,40 0,16 
4 5 450 0,17 0,17 
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VI. Abhangigkeit der Dehydrierang von Hypoxanthin und Xanthin 
von der Zeit. 







Jeder Versuch enthiilt 3,2 mg-°/, Methylenblau in 5 cem Phosphat- 
puffer py 8,0. 





















, Nieren- = 
Tier Zusats schnitte Zeit in Minuten /mg-°/, U 
Nr. abziiglich Leerversuch 


mg-°/, | Subst. mg 


| 






200 | 15/0 [30/0 | 60/0,75 

















R32 5 | Hy 160/6,4 | 
R 33 5 | Hy 200 | 15/-0,5 145/-0,44| pier | 
R 34 5 | X 200 20/0,55 |60/1,05 | 60/1,25/120/2,0 | 
R 35 = | a 165 | 20/4,7  |35/8,7 | 60/4,23) 90/5,85)240/10, 





VII. Abnahme zugesetzter Harnsaure durch Hypoxanthin. 






Je 10 cem Phosphatpufferlésung py 8,3. 















































U _ 
Tier TT Organ- 17 abziigl. U- 
Hy U hnitte U Abaahme 
Nr. sc unit € Leervers. nanme 
mg-°/, mg-°/, mg mg-°/, mg-"/, mg-” 
450 N . 
5 450 N 8,27 3,77 
4) 5 450 N 5,63 1,13 2.6 
R 27 370 Mi 3,55 
5 370 Mi 6,66 3,11 
5 5 370 Mi 5,8 2,25 0,86 
R 28 270 Mi 1,71 
5 270 Mi 5,79 4,08 
5 5 270 Mi 4,56 2.85 1,2 
5 0 5,0 
5 5 0 5,0 
K 1 400 N 0,85 
5 400 N §,81 4,46 
5 400 N 


























Canthin 


yhat- 


U- 
\ bnahme 


2.64 


Q,86 


0.81 
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VII. Nachweis der bei Hypoxanthinzusatz verschwundenen Harnsdure 


als Purin. 





Tier | Lésung 
Ni Nr. 
i 29 I 

I] 

Ill 

R 30 IV 
V 

VI 

R31 VII 
Vill 

IX 








Zusatz 

mg-°/,| Subs 

5 U 

5 U 
+5 Hy 
5 U 

5 U 
+5 Hy 

5 U 

5 U 
+5 Hy 


Nieren- 
schnitte 


t. mg 








U _ 
U abziigl. U- 
Leervers.}| Abnahme 
mg-°/, mg-° 0 mg-°/, 

2,78 
7,25 AT 
6,15 3,37 1,1 
4,86 
9,5 4,64 
7,05 2,19 2.45 
0,17 
5,24 5,07 
3,63 3,46 1,61 








Purinbestimmung mit je 300 mg Taubenpankreas. 


2,5 ccm der Lésungen I—IX mit je 2,5 cem Phosphatpuffer p, 7,8 
verdiinnt und 3 Stunden lang bei 37° geschiittelt. 














Lésung Purin-U 
x + zuges. U 
Nr. oa 

mg-'/o 

I 1,28 

I 5,64 
I 11,94 
IV 0,26 
Vv 474 
VI 10,89 
VII 2.47 
VII 7,49 
IX 13,83 





Abziiglich 
Nitrenleervers. 


mg-°/, U 


4,36 
10,66 


4,48 
10,63 


5,02 
11,36 





Berechnet fiir 
vorhandene U + Hy ais 


0/ Y 
mg- lo U 


10,64 (4,47 + 6,17) 
10,81 (4,64 + 6,17) 


11,24 (5,07 + 6,17) 


_ U-Bestimmungen: Nach Herausnahme der Kélbchen wurden 2 ccm 
er Lésung entnommen, mit 2 ccm 1,55°/,iger Uranylacetatlisung enteiweiBt, 


> cem aqua dest. zugesetzt und filtriert. 


Vom Filtrat 4 cem zuerst mit 


.Scem gesittigter Sodalésung und dann mit 0,2 cem Phosphorwolframsiure 


nach Folin-Wu Vv 


ersetzt. 


Die Stiirke der auftretenden Blaufiirbung wurde 


im Zeiss’schen Stufenphotometer abgelesen und auf Harnsiiure umgerechnet. 
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Die Bestimmung der Purine erfolgte nach Schuler und Reinde!| 
mit iiberlebenden Taubenpankreasschnitten*). Nach Verdiinnung mit Phos. 
phatpuffer wurde ein bestimmtes Volumen der Lésung mit Taubenpankreas. 
schnitten (300 mg fiir 4—5 ccm Lésung) versetzt, 3 Stunden im Thermo. 
staten geschiittelt und die Harnsiiure wie oben bestimmt. Nach Abzue des 
Pankreas-Leerversuchswertes wurde so die Summe an Harnsiiure 
Purinen in Milligramm-Prozent Harnsiiure gefunden. 


Zusammenfassung. 


1. Uberlebende Nierenschnitte von Ratten, Meerschweinchen 
und Katzen vermégen unter aeroben Bedingungen nur Xanthin, 
nicht aber Hypoxanthin in Harnsiure umzuwandeln. Durch Zu- 
satz von Methylenblau wird Xanthin und auch Hypoxanthin zy 
Harnsiure dehydriert, ein Beweis dafiir, daB in der Niere nicht eine 
nur fiir Xanthin spezifische Komponente des Xanthindehydrase- 
systems vorkommt. Die Methylenblauwirkung zeigt ferner, dai 
im Gewebe die anaerobe Dehydrierung der Oxypurine leichter 
abliiuft als die aerobe. m/1000-Cyankalium ruft eine sehr starke 
Hemmung des aeroben und auffallenderweise auch des anaerobeu 
Vorganges hervor. 

2. Die Umwandlung des Hypoxanthins in Harnsiure verliiutt 
in zwei Stufen. Erst wenn alles anwesende Hypoxanthin in 
Xanthin umgewandelt ist (erste Stufe), beginnt die Dehydrierung 
des Xanthin zu Harnsiure (zweite Stufe). 

3. Das System Hypoxanthin + Harnsiiure + xanthindehydrase- 
haltiges Gewebe fiihrt unter aeroben und anaeroben Bedingungen 
zu Beginn der Reaktion zu einer Hydrierung der Harnsaure zu 
Xanthin unter korrelativer Dehydrierung von Hypoxanthin zu 
Xanthin. Harnsiure kann also im Organismus unter bestimmten 
Bedingungen in Xanthin umgewandelt werden. 

Es wird die Bedeutung der Ergebnisse fiir den gesamten 


Purinstoffwechsel erértert. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die Unterstiitzung 
dieser Arbeit unser verbindlichster Dank ausgesprochen. 
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Uber das krystallisierte Vitamin D,. 


Von 


A. Windaus und G. Trautmann. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Giéttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. April 1937.) 


Man kennt bisher vier antirachitische Provitamine, das Ergo- 
sterin, das 7-Dehydro-cholesterin, das 22-Dihydro-ergosterin und das 
7-Dehydro-sitosterin+). Ergosterin kommt im Tier- und Pflanzen- 
reich vor, 7-Dehydro-cholesterin ist im Tierreich [Schwein, Well- 
hornschnecke?)] aufgefunden worden, laBt sich aber auch auf halb- 
synthetischem Weg aus Cholesterin bereiten. 22-Dihydro-ergo- 
sterin und 7-Dehydro-sitosterin sind bisher nur kiinstlich aus 
Ergosterin bzw. Sitosterin dargestellt worden. 

Von den Vitaminen, die aus diesen Provitaminen bei der 
Bestrahlung hervorgehen, sind bisher das Ergosterin- Vitamin 
(Vitamin D,, Calciferol) und das 7-Dehydrocholesterin-Vitamin 
Vitamin D,) in reinem, krystallisiertem Zustand erhalten worden’). 

Wir haben uns nunmehr auch mit der Reindarstellung des 
22-Dihydro-ergosterin-Vitamins, das Vitamin D, heifen soll, be- 
schiftigt. 

Anfangs haben wir uns im hiesigen Institut bemiiht, das 
Vitamin D, aus dem Vitamin D,-maleinsiureanhydrid durch 
Hydrierung der Doppelbindung in der Seitenkette und durch 
Wiederabspaltung von Maleinsiureanhydrid zu bereiten. Diese 
Versuche sind miBlungen, weil das 22-Dihydro-vitamin D,-malein- 
siureanhydrid unzersetzt destilliert. 

Wir haben dann das 22-Dihydro-ergosterin (I) dargestellt und 
bestrahlt und haben aus dem Bestrahlungsgemisch das Vitamin D, 


') Es gibt noch einige andere Provitamine, wie z. B. das 22,23-Oxydo- 
ergosterin, die indessen nach der Bestrahlung nur schwach wirksam sind. 

*?) Windaus, Nachr. Ges. Wiss., Gottingen, Math.-physik. Kl., Fach- 
sruppe IIT, Neue Folge Bd. 1, Nr. 18 (1936). 

*) F. Schenck, Naturwiss. 25, 159 (1937). 
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iiber das m-Dinitrobenzoat in reinem, krystallisiertem Zustand 
erhalten '), 

Das Vitamin D, ist dem D, und D, sehr iihnlich, und wir 
bezweifeln nicht, daB es genau in derselben Weise aus dem 22-J)j- 
hydro-ergosterin entsteht wie das Vitamin D, aus Ergosterin. Den 
Vitamin D, kommt demnach die Formel IT zu. 
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[I 22-Dihydro-ergosterin. 
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II Vitamin D,. 


Versuchsteil. 


Die Bestrahlung und Aufarbeitung geschieht unter voll- 
stindigem AusschluB von Luft. 7 g 22-Dihydro-ergosterin werden 
in 120 cem peroxydfreiem Ather gelést und mit unfiltriertem 
Magnesiumfunkenlicht 41/, Stunden bestrahlt. Nach dieser Zeit 
sind etwa 60—65°/, des Materials umgewandelt. Die bestrabhlte 
Lésung wird bei 80—40° unter vermindertem Druck zur Trockne 
eingedampft und der Riickstand mit etwa 100 ccm luftfreiem 
Methanol bei 35—40° digeriert. Dazu fiigt man eine alkoholische 
Lésung von 19g Digitonin und dampft bei 35—40° unter ver- 
mindertem Druck bis zur Trockne ein. Der Riickstand wird mit 














) Die physiologischen Versuche an Ratten sind in Elberfeld, i 
Darmstadt und Géttingen, diejenigen an Kiiken nur in Elberfeld durch- 
gefiihrt worden. Im Rattenversuch fanden sich in 1 mg D, 20000—30000 
internationale Einheiten; im Kiikenversuch erwies sich ungefiihr 1 y als 
wirksame Grenzdosis. 
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etwa 150 ccm niedrig siedendem Petroliither versetzt, damit tiichtig 
durchgeschiittelt und bei Zimmertemperatur 12 Stunden stehen 
gelassen. 22-Dihydro-ergosterin- -digitonid und iiberschiissiges Digi- 
tonin bleiben unléslich zuriick; sie werden abfiltriert “ia mehr- 
mals mit Petrolither stagewaschen, das Filtrat wird bis auf etwa 
10 ccm eingedampft und mit einer Lisung von 3 ccm Citracon- 
siureanhydrid in absolutem, peroxydfreiem Ather versetzt; man 
nimmt dazu gerade soviel Ather, daB das Citraconsiureanhydrid 
in der Ather—Petrolathermischung klar gelést ist; die Lisung 
wird nun 5 Tage unter songtilidinten AusschluB von Luft nian 
gelassen; nach dieser Zeit hat sich das 22-Dihydro-tachysterin 
mit dem Citraconsiéureanhydrid vollstindig umgesetzt. Jetzt wird 
die Lésung bei 35—40° unter vermindertem Druck bis zur Trockne 
eingedampft und der Riickstand in etwa 80 ccm methylalkoho- 
lischer Kalilauge gelést. Zur vollstindigen Verseifung wird die 
Lisung 12 Stunden sich selbst iiberlassen. Darauf wird sie mit 
dem doppelten Volumen ausgekochten Wassers versetzt und mehr- 
mals mit Petrolather—Ather ausgeschiittelt. Die Petroliither—Ather- 
lésung wird mit luftfreiem Wasser durchgeschiittelt, mit Natrium- 
sulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Als Riickstand hinter- 
bleibt ein schwach gelb gefarbtes Ol, das nach griindlichem Trocknen 
in wenig Pyridin gelést wird. Darauf versetzt man mit einer 
Lésung von 3 g m-Dinitro-benzoylchlorid in wenig Pyridin. Nach 
12 stiindigem Stehen wird die schwach braun gefirbte Liésung 
in mit Natriumbicarbonat gesittigtes Wasser gegossen; das hierbei 
ausfallende dlige Produkt nimmt man in Ather auf. Die atherische 
Lisung wird einige Male mit Wasser durchgeschiittelt, iiber 
Natriumsulfat getrocknet und unter vermindertem Druck bis zur 
Trockne eingedampft. Es hinterbleibt ein braun gefirbtes Ol, das 
wiederholt mit Methanol ausgekucht wird. Die methylalkoholischen 
Ausziige werden vereinigt und im mit Kohlendioxyd gefillten 
Exsiccator eingeengt. Von dem hierbei zunichst ausfallenden Ol 
dekantiert man ab. Das Verfahren wird einige Male wiederholt, 
bis sich schlieBlich aus der methylalkoholischen Lésung feine 
nadelfé6rmige Krystalle ausscheiden. Nach éfterem Umlésen aus 
Aceton—Methanol schmelzen die schwach gelb gefirbten Nadeln 
bei 135—136° (unk.), 

4,152 mg Subst.: 10,815 mg CO,, 3,035 mg H,O. — 4,755 mg Subst.: 
V,21 com N, (21°, 749 mm). 

C,,H,,N,0, Ber. C7090 H817 N 4,73 

Gef. ,, 71,00 ,, 818  ,, 5,05. 
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Optische Drehung: 9,1 mg Subst.: 2 cem Aceton, / = 1 dm 
ap = + 0,43°, [a]}8* = + 94,5° 


Verseifung: Eine Lisung von 150 mg Dinitrobenzoat iy 
3ccm 5°/,iger methylalkoholischer Kalilauge wird etwa 20 Minuten 
auf dem Wasserbade im Stickstofistrom gekocht. Das_hierbe; 
ausfallende Kaliumsalz der m-Dinitrobenzoesiure wird abfiltriert 
und das Filtrat vorsichtig mit Wasser angespritzt. Aus der Lisung 
fallen nach kurzem Stehen schmale, blittchenférmige Krystalle 
aus, die nach dem Abfiltrieren mit wiBrigem Methanol gewaschen 
werden. Sie werden wiederholt aus Aceton, das mit einigen T'ropten 
Wasser angespritzt wird, umgelist; als Waschfliissigkeit benutzt 
man wasserhaltiges Aceton. Die weiBen Krystalle schmelzen }ei 
107—108°. Ihr Absorptionsspektrum zeigt wie dasjenige vom 
Vitamin D, ein charakteristisches Maximum bei 265 mu; auch 
der Absorptionskoeffizient ist fast der gleiche wie bei D.,. 


3,930 mg Subst.: 12,145 mg CO,, 4,060 mg H,0. 
C,,H,O Ber. C 84,36 H 11,64 Gef. C 84,25 H 11,56. 
Optische Drehung: 9,4 mg Subst.: 2 cem Aceton, / = 1 dm 
ap = + 0,42°, [a]i8° = + 89,3° 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der I. G. Far- 
benindustrie A.-G., Werk Elberfeld und der Chemischien 
Fabrik E. Merck spreche ich fiir die Férderung unserer Arbeiten 
den besten Dank aus. Windaus. 
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Uber Fucoidin. 
Von 


Gulbrand Lunde, Eirik Heen und Emil Oy. 


(Aus dem Forschungslaboratorium der Norwegischen Konservenindustrie Stavanger.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. April 1937.) 


Der in der Zellwand der Fucoideen vorkommende Schleim 
wurde zuerst von H. Kylin®?°) naher untersucht. Nach Kylin 
kommt diese Substanz besonders reichlich bei den Laminaria- 
arten vor und auch bei einigen Fucusarten. Der Schleim, der in 
besonderen Schleimkanilen dieser Algen vorhanden ist, wurde 
von Kylin Fucoidin genannt. Wenn man die frisch geschnittenen 
Algen liegen liBt, quillt in den kleinen Schnitten und Rissen der 
Blatter das Fucoidin als wasserklare Tropfen hervor. Es ist auber- 
ordentlich viscés und fadenziehend. Kylin hat das Fucoidin aus 
cetrockneter Laminaria digitata dargestellt durch Extraktion mit 
20—30°/, igem Alkohol, worin das Fucoidin ziemlich ldslich ist 
und nachfolgende Fallung mit konzentrierterem Alkohol. Er hilt 
das Fucoidin fiir das Calcium-Salz einer Siure, die er Fucoidin- 
siiure nennt. Das Calcium-Salz soll in erster Linie fiir die Schleimig- 
keit verantwortlich sein. Denn wenn Kylin die Algen auf dem 
Wasserbad extrahiert, erhilt er ein weniger schleimiges Extrakt 
als bei kalter Extraktion, und nimmt an, daB das Calcium-Salz 
sich bei der Behandlung auf dem Wasserbad in ein Alkalisalz 
mit geringerer Schleimigkeit umsetzt. Er hat jedoch diese An- 
nahme experimentell nicht belegt. 

Die Fucoidinsiure enthilt nach Kylin Pentosen und Methyl- 
Pentosen. Durch Darstellung des Hydrazons der Methyl-Pentose 
hat er Fucose in dem Hydrolysat der Fucoidinsiure nachgewiesen. 

G.M. Bird und P. Haas?) halten das Fucoidin fiir das Calcium- 
Salz eines Schwefelsiiure-Esters, weil sie nach Hydrolyse ungefahr 
doppelt soviel Schwefelsiiure in der Substanz gefunden haben als 
in der Asche der nicht hydrolysierten Substanz. Sie haben auch die 
Angabe Kylins itiber die Anwesenheit von Fucose bestiitigen kinnen. 
Nach diesen Angaben schien es wahrscheinlich, dai das Fucoidin 
das Salz eines Schwefelsiiure-Esters ist. 
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Eine Verbindung dieser Art wurde von D. R. Hoagland und 
L. L. Lieb*) aus Macrocystis pyrifera isoliert. W.L. Nelson und 
L. H. Cretcher') haben fiir diesen Ester die wahrscheinlichste Forme| 
(R—O—SO,—OH), aufgestellt, wo R eine Methylpentose, wabhrscheinlich 
ausschlieBlich Fucose, ist. W.Z. Hassid’) hat einen Schwefelsiure-Ester 
aus Irideae laminarioides isoliert, in dem der organische Rest aus Galactose 
besteht. Dieser Schwefelsiure-Ester liegt als Natrium-Salz vor. Es wird 
angenommen, daB der Ester in der Alge polymer ist mit einer unbekannten 
Zahl von Estergruppen im Molekiil. Der Gel-bildende Koérper in Chondrus 
crispus besteht ebenfalls aus Schwefelsiiure-Estern. P. Haas und B. Russell. 
Wells®) geben an, daf dieser Kérper aus zwei verschiedenen Substanzen 
besteht, die beide Calciumsalze eines Kohlenhydrat-Esters von der folgenden 
Form darstellen R(OSO,O),Ca. M. R. Butler zeigte*), daB der Schwefel- 
siiure-Ester aus Chondrus crispus nicht ausschlieBlich an Calcium gebunden 
ist. Sie konnte nachweisen, daB der Schwefelsiiure-Ester nicht vollstindig 
neutralisiert ist, sondern nur etwa zu */,. Als Kationen waren in der Haupt- 
sache nur Kalium und Calcium vorhanden. 

Nach E. Takahashi und K. Shirahama!’) besteht der Gel-bildende 
Koérper in Agar-agar aus 2 Verbindungen. Die eine, Hydrato-Kanten j, ist 
wasserléslich und wird mit Alkohol gefallt. Die Asche besteht haupt- 
sichlich aus Sulfaten. Die Kationen der Asche sind iiberwiegend Calcium, 
weniger Magnesium, Natrium und Kalium. Fiir die Verbindung wird die 
Formel: R—OSO,O—[{Me] angenommen. 

P. Haas und B. Russell- Wells‘) haben durch Bestimmung der 
Schwefelsiure in der Asche und im Hydrolysat einer Reihe von Algen auf 
das Vorkommen derartiger Sulfatester geschlossen. 


Es wurde bereits erwahnt, dab das Fucoidin auBerst schleimig 
ist. Die Reindarstellung sté8t deshalb auf groBe Schwierigkeiten. 
Aus den Angaben von Kylin und Bird und Haas ging auch 
hervor, daB die Substanz ihre Kigenschaften, Viscositat, Schleimig- 
keit bei den verschiedenen Verfahren die zur Reinigung angewandt 
wurden, stark einbiiBt. Nach Kylins Angaben war auch ein Jonen- 
austausch zu befiirchten. 

Um ein méglichst reines und unverindertes Priparat zu er- 
halten, sind wir bei der Herstellung des Fucoidins nicht von der 
gesamten Alge ausgegangen, sondern wir haben die viscésen Schleim- 
tropfen, die sich auf Laminaria digitata bei kurzem Liegen bilden, 
gesammelt, und durch Auskochen mit Alkohol gereinigt. Die aus 
verschiedenen Laminariaproben hergestellten Praparate zeigten 
eine ziemlich konstante Zusammensetzung. Das trockene, weibe 
Pulver von Fucoidin list sich in Wasser zu dem charakteristischen 
schleimigen Kolloid auf. Eine 0,05°/, ige Lésung ist bereits hoch 
viscis. Bei schwachem Ansiiuern der Lisung geht die Viscositit 
sofort stark zuriick. Neutralisiert man wieder die angesiiuerte 
Lésung, so erhalt man die Viscositit nicht mehr zuriick, auch 
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nicht wenn man das Neutralsalz durch Dialyse zu _ entfernen 
sucht. 

Dialysiert man eine Fucoidinlésung, so geht die Viscositiit 
gurick. Schwefelsiure-lonen kénnen im Dialysat nicht nach- 
gewiesen werden. 

Die Bestimmung der Asche in verschiedenen Priparaten 
zeigte, daB diese etwa 26—80°/, betriigt. Die Asche enthalt 
etwa 63—66°/, Sulfat, entsprechend etwa 17—19°/, SO, im 
Fucoidin. 

Wird das Fucoidin hydrolysiert und die Schwefelsiiure im 
Hydrolysat direkt bestimmt, so finden wir etwa 35,5—37,5°/, SO,, 
also annahernd die doppelte Menge. Dieses Ergebnis wire auch 
theoretisch fiir einen Sulfatester zu erwarten von der Form 
R—OSO,—Me, der beim Veraschen folgendermaBen zerfallt: 

2 R—OSO,Me —> Me,SO, + SO, . 





Wir sollten also theoretisch nur die Hilfte des Sulfats in 
der Asche wiederfinden. Praktisch wird aber die Sulfatmenge 
der Asche noch etwas geringer sein. Es hat sich gezeigt, dab 
wir beim Veraschen gréBerer Mengen eine geringere Menge Asche 
finden und auch eine geringere Menge Sulfat in der Asche. Dies 
beruht auf einer Reduktion des Sulfats wihrend des Verbrennens. 
Beim Lésen der Asche in Salzsiure entweichen auch deutliche 
Mengen Schwefelwasserstoff. Auf dieses Verhalten haben schon 
Nelson und Cretcher hingewiesen. Durch Veraschen unter Zu- 
satz von Schwefelsiure finden wir einen etwas héheren Wert fiir 
die Asche und fiir den Sulfatgehalt derselben. Beim Veraschen 
von geringen Substanzmengen sind aber diese Verluste gering. 

Das Fucoidin ist also in Ubereinstimmung mit der Annahme 
von Bird und Haas ein Sulfatester. 

Der Ester ist neutral, denn ein saurer Ester hitte mehr als 
die doppelte Menge Sulfat im Hydrolysat gegeben. Dab es sich 
nach den Sulfatbestimmungen um einen neutralen Sulfatester 
handelt, stimmt auch mit der Beobachtung iiberein, da die 
Lésung nicht sauer reagiert. 

Nach Zusatz von Calciumchlorid oder Bariumchlorid zu der 
neutralen Lésung des Fucoidins wird dieses gefillt. DaB es sich 
hier nicht um ein Aussalzen des Kolloids handelt, geht daraus 
hervor, daB die Fallung beim Auswaschen nicht wieder in Lésung 
gebracht werden kann. Das Fucoidin kann deshalb kein Calcium- 
salz sein. ; 
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Die Bestimmung des Sulfats in der Asche stimmt auch nich; 
gut mit der Annahme eines Calciumsalzes. Theoretisch enthiilt 
Calciumsulfat 70 34°), SO, und wir finden 63—66°/,. Kine Analyse 
der Asche zeigte, daf sie “on wiegend aus Natriumsulfat besteht mit 
etwas Kalium- und Calcium- me geringe Mengen Magnesiumsulfat, 
Chloride und Phosphate konnten nicht nachgewiesen werden. Be- 
rechnen wir die Aquivalente der in der Asche bestimmten Kat- 
ionen und der nach der Hydrolyse bestimmten Schwefelsiiure, so 
finden wir eine weitgehende Ubereinstimmung: 

(0,69 x 2 x 100):Ca= 3,44 

(0,08 x 2 x 100):Mg = 0,66 

(1,36 x 100):K = 3,48 

(6,54 x 100):Na = 28,43 

36,01 

(35,52 x 2 x 100):(SO, x 2) = 36,64 

Sowohl Kylin wie Bird und Haas haben im Hydrolysat 
des Fucoidins Fucose nachgewiesen, ohne sie jedoch quantitatiy 
zu bestimmen. Beim Destillieren mit 13°/, Salzséure nach 
Tollens spaltet die Fucose Methylfurfurol ab nach der Gleichung: 
C,H,,0, = C,H,O, + 3H,O; die Reaktion ist nicht quantitativ. 
Bei Rinhaltang ‘bestimmter Versuc hsbedingungen ist aber die ge- 
bildete Furfurolmenge prozentisch stets die gleiche, so daB man 
daraus die Menge Fucose bestimmen kann. Das Methylfurfurol 
wurde als Phloroglucid gefillt und gewogen. Wir bestimmten 
die Fucosemenge in verschiedenen Priaparaten zu 33 — 37°). 
Berechnen wir hieraus die iiquivalente Menge, so erhalten wir: 
36,0 x 100:C,H,,O, = 21,95; also nur etwa 60°), von der be- 
rechneten Menge, unter der Voraussetzung, daB der Kohlenhydrat- 
rest ausschlieBlich aus Fucose besteht. Es besteht die Moéglich- 
keit, daB die Fucose in der Verbindung, in der sie im Fucoidin 
vorliegt, eine geringere Menge Methylfurfurol liefert, als die reine 
Fucose. Eine Bestimmung der Fucose in einer hydrolysierten 
Lésung des Fucoidins ergab aber genau denselben Wert fiir 
Fucose. 

Bird und Haas geben an, daf sie im Fucoidin 7,3°/, Uron- 
siiure gefunden haben, die sie durch Bestimmung der bei der 
Salzsiure-Destillation abgegebenen Kohlensiure berechnet haben. 
Uronsiuren bilden beim Destillieren nate Salzsiiure nach Tollens 
Furfurol. Bei der Bestimmung der Fucose hatten wir deshalb 
in der Phloroglucidfallung auch Furfurol-Phloroglucid finden 
miissen. Furfurol-Phloroglucid ist aber im Gegensatz zum Methyl- 
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Furfurol-Phloroglucid sehr schwer lislich in Alkohol. Unsere 
Phloroglucidfallung wurde aber stets durch Behandlung mit 
Alkohol vollstindig gelést. Das Methyl-Furfurol-Phloroglucid ist 
ferner braun, wabhrend das Furfurol-Phloroglucid schwarz-griin 
cefirbt ist. Geringe Mengen von Furfurol lassen sich sofort durch 
eine dunklere Farbung des Phloroglucid-Niederschlages erkennen. 
Die Phloroglucidfallungen unserer reinen Priiparate waren in 
allen Fallen hellbraun gefirbt. Die von Bird und Haas ge- 
fundene Uronsiiure muB deshalb als eine Verunreinigung ihres 
Priiparates, die auf die Art der Darstellung beruht, zuriick- 
cefiihrt werden. 

Pentosen, die nach Kylin vorhanden sein sollen, kinnen 
ausgeschlossen werden. Sie geben bei der Destillation mit Salz- 
siure Furfurol, das wie bereits oben erwihnt, nicht nachgewiesen 
werden konnte. Es besteht aber die Méglichkeit, da8B Hexosen 
vorhanden sind. Diese geben durch Destillation mit Salzsiure 
nach Kullgreen und Tydén‘) 1—2°/, Oxy-Methyl-Furfurol, dessen 
Phloroglucid alkoholléslich ist. Diese Menge ist aber so gering, 
daB sie auf die Fucosebestimmung keinen wesentlichen Kinfluf 
ausiiben wiirde. Die Untersuchungen iiber den Kohlenhydrat- 
komplex werden fortgesetzt. 


Aus der Summe der Komponenten des Fucoidins, die be- 
stimmt worden sind, der Metalle des Sulfats und der Fucose geht 
hervor, daB sie etwa 80°/, der Substanz ausmachen. Die fehlenden 
etwa 20°/, kénnen nicht auf Verunreinigung zuriickgefiihrt werden. 
Kine Bestimmung von Glucose nach dem Ausfillen des Fucoidins 
mit Bleiacetat ergab 0,2°/, Laminarin, also nur Spuren. Die 
Substanz war auch, wie bereits erwihnt, frei von Hexuronsduren 
(Alginsiure). Sie enthielt nach Kjeldahl 0,56°/, N, (3,5°/, als 
Protein berechnet) und qualitativ gepriift kein Ammoniak. Die 
fehlenden 20°/, gehéren demnach wahrscheinlich zu dem Komplex 
der Fucoidinsiure. 

Aus unseren Untersuchungen und den physikalischen Kigen- 
schaften des Kérpers kénnen wir als Arbeitshypothese die folgende 
Formel des Fucoidins aufstellen: 


(R- R’—OSO,0—Me), . 


Wir miissen annehmen, daB das Fucoidin aus einer Reihe von 
verschiedenen Verbindungen dieser Zusammensetzung besteht, 
worin R teils Fucose, teils einen anderen Kohlenhydratkomplex 
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bedeutet. Me bedeutet Na, K, Ca oder Mg. Die Zahl n dey 
Bausteine im Molekil ist noch unbekannt. 


Versuche. 


Darstellung des Fucoidins. Als Ausgangsmaterial dienten immer die 
Blatter von Laminaria digitata. Beim Liegen an der Luft bilden sich in den 
kleinen Rissen und Schnitten der Laminariablitter wasserklare Schleim- 
tropfen. Diese wurden vorsichtig gesammelt und in 96°/, Alkohol gegeben. 
Die Tropfen koagulieren dann zu einem weiben Pulver. Nach etwa 12Stunden 
wurde das weiBe Pulver abfiltriert und im Vakuumexsiccator getrocknet, 
In einigen Fallen haben wir auch das Pulver mit Alkohol gekocht, ohne 
dabei eine Anderung der Substanz zu beobachten. Siimtliche Proben stammen 
aus Jaeren (Siid-westkiiste Norwegens) und wurden in Juni-Juli 1936 ge- 
sammelt. 


Aschegehalt. Die Substanz wurde ohne Zusatz verascht. Beim Ver- 
aschen von gréBeren Mengen als etwa 0,3 -— 0,4 g Substanz erhielten wir stets 
geringere Werte fiir die Asche. Es bildete sich dann stets eine schwarze 
Salzkruste. Die geringere Aschenausbeute ist auf Reduktion zuriickzufiihren. 
Die Aschenanalysen sind in Tab. I aufgefiihrt. 


Tabelle I. 





| “SO, in der SO, gesamt 
Einw. BaSO, i Asche auf nach 
Fucoidin ber.| Hydrolyse 


GS | lo g lo “lo | ls 
19,20 


0,1358 


0,2911 
0,2624 0,1118 17,53 
0,3267 0,2992 : 37,69 
0,3473 | 26,2 0,1412 16,73 
0,2759 | 28: 0,1189 52,9: 17,10 
0,3805 0,3284 35,52 
0,2938 0,2705 37,87 




















Fiir die Bestimmung des Sulfats wurde die Asche in Salzsiure gelést. 
Die Salzsdurelésung wurde filtriert und das Sulfat mit Bariumchlorid gefillt 
und gewogen. Zur Bestimmung der Kationen der Asche wurde eine gréBere 
Menge des Fucoidins verascht. Es wurde dabei, wie bereits erwihnt, weniger 
Asche gefunden als beim Verarbeiten kleinerer Stoffmengen. Der Verlust 
beeintriichtigt aber nicht die absolute Menge der Kationen. Die Salzsiure- 
lésung wurde filtriert, das Calcium als Oxalat gefallt und mit Permanganat 
titriert. Das Magnesium wurde nach Schaffgott bestimmt. Das Kalium als 
Perchlorat und Natrium durch Differenz aus der Summe der Chloride. Die 
Analyse wird in Tab. II wiedergegeben, ausgerechnet in Prozenten der ur- 
spriinglichen Substanz. 


Tabelle II. 


Unlésl. in HCl Ca Mg K Na 
0,14°/,  0,69°/, 0,08°/, 1,36°/,  6,54°/, 
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Bestimmung der Schwefelsaure nach Hydrolyse. Kine abgewogene 
Menge des Fucoidins wird 5 Stunden auf dem Wasserbad mit 5°/, Salzsiure 
gekocht, die Lésung filtriert und mit Bariumchlorid gefiilt. 

Butler’) hat gezeigt, daB der Schwefelsiureester bei Chondrus crispus 
nach 5stiindigem Kochen mit dieser Salzsiiurekonzentration vollstindig 
hydrolysiert wird. Die Lésung wird nach der Hydrolyse filtriert und die 
Schwefelsiure mit Bariumchlorid gefillt und gew ogen. Die Ergebnisse sind 
in Tab. I enthalten. 

Fucosegehalt. Die Bestimmung erfolgte unter Einhaltung der yon 
Kullgreen und Ty dén aufgestellten Bedingungen. Eine abgewogene Menge 
Fucoidin, etwa 0,3 g, wurde mit 13°/,iger, mit Kochsalz gesittigter Salz- 
siiure deatilliert. Die Destillation wurde so geleitet, daB 250 ml im Laufe 
yon 100 Minuten abdestilliert wurden. 

Das Methylfurfurol im Destillat wurde mit diresorcinfreiem Phloroglucin 
in einem Volumen von 500 ml gefillt, filtriert, bei 98—100° getrocknet und 
cewogen. Die Furfurolmenge und die daraus zu berechnende Fucosemenge 
wurde den Tabellen von Mayer entnommen ‘). 

Die Fucosebestimmungen sind in Tab. III aufgefiihrt. 


Tabelle III. 

















Methylfurfurol- : ; 
Priiparat Einwage Phloroglucid Fucose Fucose 

— a ae eee t "lo 
I 0,3012 0,0550 0,1100 36,5 
0,2988 0,0543 0,1090 36,5 
II 0,2488 0,0402 0,0877 35,3 
0,2501 0,0416 0,0900 36,0 

I 0,3815 0,0727 ; 
0,2705 0,0419 0,0905 33,5 
IV 0,3003 0,0533 0,1078 35,9 
0,2355 0,0401 0,0876 37,2 
0,2623 0,0459 0,0968 36,9 
0,2634 0,0435 0,0931 35,3 


Zur Bestimmung der Fucose nach der Hydrolyse wurde eine ab- 
gewogene Menge Fucoidin mit 5°/,iger Salzsiiure 3 Stunden gekocht und 
im Hydrolysat die Fucose wie oben bestimmt. 


Einwage .. . coe se) OCIS 
Ungeléste Substanz nach der Hydrolyse . ....  0,0130 g 
Fucoidin . . . cases Clits 
Methylfurfurol- Phloroglueid, gefunden, sess OPSQ 
Fucose, berechnet . ; rae 35,7 °/4 


Prifung auf Laminarin. Kine abgewogene Substanzmenge wurde 
in 100 ml Wasser gelést, bis zu 50° erwirmt und mit Bleiacetat gefiilt. 
Das Filtrat wurde mit 5 °/,iger Schwefelsiiure 3 Stunden bei 100° hydroly- 
siert, worauf die Glucose nach Munson und Walker bestimmt wurde. 
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) 


a ee ee 0,7749 g 
Verbraucht n/100-Thiosulfat. . .... 38,3 ml 
Laminarin, berechnet. ........ £0,2%, 


Zusammenfassung. 

Reine Priparate von Fucoidin kénnen durch Sammeln der 
beim Liegen von Laminariablittern sich in Rissen bildenden 
wasserklaren Tropfen erhalten werden. 

Das Fucoidin ist ein Polymeres eines Kohlenhydrat—Schwete!- 
siiureesters von der allgemeinen Zusammensetzung: 


R—OSO,O—Me. 


R besteht zu 60°/, aus Fucose. Me ist hauptsichlich Natrium, 
etwas Kalium und geringe Mengen Calcium und Magnesium. 
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Uber die biologische Oxydation hochungesiattigter Fettsiuren. 


Ein neuer Weg zur Darstellung von Polyen-dicarbonsduren ’). 


Von 


Richard Kuhn, Franz Kéhler und Leonore Kohler. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. Mai 1937.) 


Nachdem hochungesittigte Fettsiiuren, die aliphatischen 
Polyen-carbonsauren (I) 
I H,C—(CH=CH),--COOH 


synthetisch zugiinglich geworden sind?), haben wir Versuche iiber 
ihr Verhalten im Tierkérper angestellt. Ks interessierte dabei 
hesonders der Vergleich mit den gesittigten Fettsiuren, die auch 
in Form ihrer Ester und Glyceride schon so oft Gegenstand der 
Untersuchung gewesen sind. Man konnte erwarten, daf bei ge- 
eigneter Kettenlinge die Polyen-carbonsiuren, den Fettsiuren nach 
Verkade entsprechend, in Polyen-m@,m’-dicarbonsauren (II) 
iibergehen wiirden, 
Il HOOC—(CH=CH),—COOH , 


von denen zu Beginn unserer Untersuchung kein hdheres Glied 
als die Muconsiure (n = 2) bekannt war. 

Wir konnten in der Tat nach Fiitterung von Sorbinsiure 
i, n= 2) an Kaninchen aus dem Harn trans, trans-Muconsiure 
isolieren, die in den Dimethylester vom Schmelzp. 157° (Misch- 
probe) iibergefiihrt wurde. Die Ausbeute (0,1-—0,2°/,) war jedoch 
sehr gering, Aus Sorbinsiure-methylester wurde tberhaupt 
keine Dicarbons’ure erhalten, aus Sorbinsi&ure-dithylester er- 
hielten wir 0,5°/,. Das Bild anderte sich wesentlich als wir zu 
stickstoffhaltigen Derivaten iibergingen. Aus dem Harn von 


') Vorgetragen vor dem Bezirksverein Frankfurt a. M. des Vereins 
Deutscher Chemiker in Héchst a. M. am 12. November 1936. Referat: Z. 
angew. Chem. 49, 928 (1986). 

*) R. Kuhn u. M. Hoffer, Ber. chem. Ges. 65, 655 (1932). 














198 Richard Kuhn, Franz Kohler und Leonore Kohler, 





Kaninchen, die mit Sorbinsiure-amid gefiittert waren, isolierten 
wir in einer Ausbeute von 32°/, d. Th. eine in gliinzend weiben 
Niidelchen krystallisierende Verbindung C,H,O,N vom Schmelz- 
punkt 281—282°. Diese hat sich als dio noch unbekannte M ucon- 
amidsiure HOOC—CH=CH—CH=CH—CO-NH,  erwiesen, 
Sie lieB sich durch alkoholische Kallauge unter Abspaltung yon 
Ammoniak glatt zu trans, trans-Muconsiure, Schmelzp. 299° (Misch- 
probe), verseifen. Noch ergiebiger verlief die w-Oxydation yon 
Sorbinsiure-methyl-amid, aus dem wir 44°/, d. Th. reine “ong 
methyl-amidsiure HOOC—CH=CH—CH=CH—CO.-NH.CI 

vom Schmelzp. 217° erhielten. Aus Sorbins&iure-anilid ent- 
stand mit Ausbeuten bis zu 36°/, d.Th. die bei 263° schmelzende 
Mucon-anilidsaure HOOC—CH=CH—CH=CH—CO-NH.-O,H.. 

Die Oxydation der endstaindigen Methylgruppe wird 
durch Uberfiihrung der Polyen-carbonsiure in ihr Amid, 
Methylamid, Anilid usw. auBerordentlich begiinstisgt. 
Die Ausbeuten sind so gute, daf man das Kaninchen fiir die 
priparative Darstellung mancher sonst kaum erhialtlichen Ver- 
bindungen heranziehen wird. Aus f-Methyl-sorbinsiure-amid 
erhielten wir z. B. in einer Ausbeute von 62°/, d. Th. die 6-Methyl- 
mucon-amidsiure HOOC—CH=CH—C(CH,)—CH—CO - NH, 
in langen Prismen vom Schmelzp. 259—261°. Wollte man diese 
Substanz von der #-Methyl-muconsiure ausgehend darstellen, so 
wire es nicht leicht, die Amidgruppe nur an das der Methyl- 
gruppe benachbarte Carboxy! zu bringen. 

MaBgebend fiir die honen Ausbeuten erscheint uns 

1. die Unterdriickung der f-Oxydation durch die Amid- 
bildung der Carboxylgruppe, 

2. die schon ohr» Amidierung erkennbare Herabsetzung 
der Verbrennungsgeschwindigkeit durch die konjugierten Doppel- 
bindungen, 

3. die weitere ng, der #-Oxydation, welche die in 
manchen Fallen vorliegende /-stindige Methylgruppe (f-Methyl- 
sorbinséure) bewirkt }\. 

Der EinfiuB der Amidbildung ist iiberraschend. B, Flaschen- 
triger?) fand namlich bei der Fiitterung an Hunde, dab die 
Sebacinsiiure HOOC—(CH,),—COOH zu 61°/, unverindert im 


) Vgl. R. Kuhn ua. K. Livada, Diese Z. 220, 235 (1933); R. Kuhn, 
F. KBhle: u. L. Kohler, Diese Z. 242, 171 (1936). 
2) Diese Z. 159, 297 (1926). 
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Harn ausgeschieden wurde, die Sebamidsiiure HOOC—(CH,).—CONH, 
aber nur zu 10°/,. Das Amid war also leichter abgebaut worden 
als die Siiure. In unseren Fiillen trifft das Gegenteil zu. 


Nach Verfiitterung von Crotonsiiure-anilid C,,H,,ON lieb 
sich aus dem Harn weder Malein- noch Fumar-anilidsiiure isolieren. 
Wir erhielten vielmehr in einer Ausbeute von 14°/, d. Th. eine 
hei 189—190° schmelzende Verbindung C,,H,,O,N, die also 
1 Sauerstoffatom mehr enthielt, als das Ausg: anguinatorial, Bei 
der gelinden katalytischen Hydrierung wurden 1,06 Mole H, auf- 
genommen. Der Dihydrokérper C,,H,,O,N valeavele bei 138 
bis 139°. Die Verbindung C,,H,,O,N gab in Methanol mit Ferri- 
chlorid Grinfirbung, war in Natronlauge loéslich und gab sich 
so als Phenol zu erkennen. Da Acetanilid und andere Derivate 
des Anilins im Tierkérper zu Derivaten des p-Aminophenols 
oxydiert werden’), war zu vermuten, dab die aus dem Harn 
isolierte Substanz N-Crotonyl-p-aminophenol H,C—CH= 
CH--CO—NH—C,H,—OH darstellt. Die Synthese dieser Sub- 
stanz aus p-Amino-phenol und Crotonsiiure-chlorid hat die Richtig- 
oe der KErwartung erwiesen (Mischprobe). Die Dihydroverbindung 

1oH,,0,N stimmt in allen Kigenschaften mit dem von uns aus 
oe oe. chlorid und p-Amino-phenol erhaltenen N-Butyry]- 
p-amino-phenol H,C-—CH, —CH, —_CO—-NH—-C,H,—OH iiber- 
ein. Hier liegt der einzige Fall der Ausscheidung eines p-Amino- 
phenol-derivates vor, der uns bei Fiitterungsversuchen mit Aniliden 
im Laufe der vorliegenden Untersuchung begegnet ist. Als An- 
fangsglied in der homologen Reihe der Polyen-carbonsiuren nimmt 
die Crotonsiiure auch biologisch eine Ausnahmestellung ein. 


Das Amid der £,8-Dimethyl-acrylsiure (H,0),C—CH- 
CONH, lieferte in einer Ausbeute von 4° °/, d. Th. eine Carbon- 
siure C;-H,O,N vom Schmelzp. 223°, die sich als identisch mit 
der von R. Anschiitz?) beschriebenen Mesacon-a-amidsiure 
(Schmelzp. 222°) erwiesen hat. Dieser Befund ist von stereo- 
chemischem Interesse, da durch Methyloxydation der ,8-Dimethyl- 
acrylsiture nicht nur Mesaconsiiure (trans- orm) sondern auch 
Citraconsiiure (cis-Form) entstehen kann. Bei der Oxydation im 
Tierkérper wird anscheinend nur diejenige der beiden Methyl- 
gruppen angegriffen, die zur Carbonamidgruppe /rans-stindig ist. 
Diese Z. M. Jaffé u. P. Hilbert, 


') K. Morner, 13, 12 (1889); 


Diese Z. 12 295 (1888). 
*) Liebigs Ann. $33, 175 (1907). 
; Zeitschrift f. physiol. Chemie. 


Hoppe-Seyler’ CCXLVITI. I4 
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In diesem Zusammenhang ist daran zu erinnern, daB auch iy 
Campher bei der Bildung von a-Oxycampher [Y. Asahina und 
M. Ishidate’)} von den beiden Methylen an der Briicke ny 
dasjenige vom Organismus oxydativ angegriffen wird, das zur 
Carbonylgruppe trans-stiindig ist. Sollte hier eine allgemeinere 
(xesetzmaBigkeit vorliegen, so wire es méglich, in schwierigey 
Fallen neuartige Anhaltspunkte bei der Zuordnung von cis-trans. 
Formeln zu gewinnen. So wie aus der Dimethyl-acrylsiure kénney 
auch aus der Geraniumsiiure, je nachdem welches der beidey 
Methyle im endstindigen [sopropyliden-rest vom Tierkérper zum 
Carboxyl oxydiert wird, zwei verschiedene cis-trans-isomere 
Hildebrandt-siiuren hervorgehen. Welche von diesen in der 
aus dem Harn isolierten Verbindung vom Schmelzp. 194° vorliegi, 
konnten wir in unserer letzten Arbeit*) nicht sagen. Die vor- 
liegenden Ergebnisse machen es wahrscheinlich, daB es sich um 
die trans-Form handelt. 

Die Konstitution der Mesacon-¢-amidsiure hat R. Anschiitz* 
aus langen, miihevollen Untersuchungen erschlossen. Der Kern- 
punkt war die Entscheidung, welche der beiden Estersiuren 
HOOC—C(CH,)==CH—COOCH, («) und H,COOC—C(CH,)==CH 
COOH (8) bei 52° bzw. 84° schmilzt. Die SchluBfolgerung, dat 
in der niedriger schmelzenden «-Form die Methylgruppe der 
freien Carboxylgruppe benachbart ist, ergab sich aus einer vou 
y-Dibrom-a-methyl-acetessigester ausgehenden Synthese. Die 
Richtigkeit der von R. Anschiitz den «- und @-Verbindungen 
zuerteilten Formeln wird vom Kaninchen in einfachster Weise 
bestiitigt: die aus Dimethyl-acrylsiure-amid erhaltene Mesa- 
con-g@-amidsiiure kann die Methylgruppe nur in Nach- 
barschaft zur freien Carboxylgruppe tragen. 


H,C CH, HOOC CH, 
ia ae 
6 C 
| ‘i | 
m IV Cc 
ie i 
H CONH, H CONH, 


Auffallenderweise konnten aus #-Methyl-@-athyl-acryl- 
ne: “ -y (H,C)(H,C,)C=CH—COOH, 


1) Ber. chem. Ges. 68, 947 (1935). 
*) R. Kuhn, F. Kohler u. L. Kohler, Diese Z. 242, 171 (1936). 
5) Liebigs Ann. 383, 139 (1907). 











ler, 


B auch iy 


riicke nu 
L, das zur 


chwieriger 
. Cis-trans- 
ure kinney 
der beiden 
orper zu 
s-1somere 
sen in der 
L° vorliegt, 

Die vor- 


s sich um 


nschiitz’ 
Der Kern- 
stersiiuren 
1,)==CH 

rung, dab 
ruppe der 
einer voll 
ese. Die 
bindungen 
ter Weise 
one Mesa- 
in Nach- 


rleacryl- 


(1936). 








Uber die biologische Oxydation hochungesiittigter Fettsiiuren. 20] 


| : die sowohl als Athylester wie als Amid (Schmelzp. 128—128,5°) 
vhina und f 


vefiittert wurde, keine harnfaihigen Carbonsiiuren gewonnen werden. 
Um so giinstiger verliefen Versuche mit Polyen-carbonsiure- 


- amiden, bei denen zwei konjugierte Doppelbindungen durch eine 
lgemeinere 


Sauerstoff-briicke zu einem Furanring zusammengefaBt sind. Aus 
einer Untersuchung von K. W. Hausser, R. Kuhn, A. Smakula 
und A. Deutsch!) war bekannt, daB in optischer Hinsicht (Lage 
der Absorptionsbanden) der Furanring einem offenen System von 
zwei konjugierten Doppelbindungen gleichwertig ist. Wir haben 
gepriift, ob diese Gleichwertigkeit auch biologisch fiir die Oxy- 
dationsvorginge im Tierkérper zutrifft. Aus 5-Methyl-brenz- 
schleimsiure-amid (VI) erhielten wir in einer Ausbeute von 
32°/, d.Th. die Furan-dicarbon-(2,5)-amidsiure-2 (VII) vom 


HC——CH HC——-CH 
I | O | | 8) 
Vl H,C—C C—C<,, * vil HOOC—C C—C<,x 
sr NH, ~ a NH, 


Schmelzp. 284° B. Flaschentriger’) verdankt man die Ent- 
deckung, daB& geringe Mengen von Ff uran-dicarbonsiure-(2,5), 
nimlich 3—5 mg je Tag, einen anscheinend normalen Bestandteil 
des menschlichen Harns bilden. Das von uns isolierte Amid (VII) 
wurde durch Verseifung mit alkoholischer Kalilauge in die Furan- 
e,a-dicarbonsiure verwandelt, deren Dimethylester den 
richtigen Schmelzp. 109° zeigte. 

Das £-(5-Methyl-furyl-(2)]-acrylsiure-amid(VIII) ergab 
die Rekord-ausbeute von 83°/, d. Th. Furan-acrylamid-(2)- 
carbonsiure-(5) (IX) vom Schmelzp. 280°. 





HC——CH HC—CH 
» 4 , ee ee 
HOG C—CH=CH—C<Xyp” HOOC—O__ O—-CH=CH—0< yy 
NH, — NH, 
S vu S IX 


Das acyclische Analogon, die Octatriensiure (X) 
X H,C—CH=CH—CH—CH—-CH=CH—COOH 
lieferte, als Natriumsalz verfiittert, keine Dicarbonsiiure. [hr 


Amid (XI) fiihrte jedoch zur Ausscheidung einer bei 263° unter 
Zersetzung schmelzenden, schwer lislichen, farblosen Carbonsiure 


') Z. physik. Chem. 29, 378 (1935). 
*) Klin. Wschr. 15, 1819 (1936); Ber. Physiol. 96, 654 (1937); Diese Z. 


246, 124 (1937). 
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a 


C,H,O,N, von der 42°/, d. Th. erhalten wurden. Durch Ver- 
seifung mit wiBriger Kalilauge wurde daraus die Hexatrien- 
1,6-dicarbonsaure (XIII) gewonnen. Die aus dem Harn iso- 
lierte Verbindung stellt somit die Hexatrien-2,4,6-dicarbon- 
1,6-amidsaéure-1 (XII) dar. 


XI H,C—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CONH, 


XII HOOC—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CONH, 
XHT HOOC—CH=CH—CH=CH—CH—CH—COOH 


Die Hexatrien-1,6-dicarbonsiiure (XIII) war bis vor kurzeu 
unbekannt. Sie wurde vor einigen Monaten, ausgehend vom Oxalo- 
sorbinsiure-ester, erstmals synthetisch erhalten}). Zur sicherey 
Identifizierung fihrten wir die aus dem Harn erhaltene Dicarbon- 
siure mit Phosphorpentachlorid und Methanol in den Dimethy|- 
ester iiber, der bei 171° schmolz und mit dem Hexatrien-1,6-di- 
carbonsiiure-dimethylester von Rk. Kuhn und Ch. Grund- 
mann (Schmelzp. 171,5°) keine Schmelzpunktserniedrigung zeigte. 

Bei der Dekatetraensiure (XIV) ist das Natriumsalz 

XIV H,C—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CH=CH—COOH 


bereits so schwer léslich, daB wir die gleichfalls fast unldsliche 
freie Siure verfiitterten. Aus dem Harn des Kaninchens war 
weder die Ausgangs-substanz noch eine Dicarbonsiiure erhiiltlich. 
Als wir jedoch zum Amid (XV) iibergingen, konnten wir durcli 
Ansiuern des Harns in einer Ausbeute von 20°/, d. Th. eine 
sehr schwer lésliche Carbonsiiure gewinnen. Diese ist Octa- 
tetraen-2,4,6,8-dicarbon-1,8-amidsiure-1 (XVI), denn sie 
lieB sich durch wabBrige Kalilauge zur gelben Octatetraen- 
1,8-dicarbonsiure (XVII) verseifen. 


XV H,C—CH=CH—CH=CH—CH=CH-—CH=CH—CONH, 
XVI HOOC—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CH=CH—CONH, 
XVII HOOC—CH=CH—CH=CH—CH—CH—CH=CH--COOH 


Der Konstitutionsbeweis beruht auch in diesem Falle aul 
dem Vergleich der Dimethylester. Der aus dem Harn erhaltene 
Octatetraen-1,8-dicarbonsiure-dimethylester schmolz bei 
212°, das nach der Oxalo-ester-synthese von R. Kuhn und 
Ch. Grundmann!) erhaltene Priiparat bei 213° Der Misch- 


20 


schmelzpunkt lag bei 213°. 


1 R. Kuhn u. Ch. Grundmann, Ber. chem. Ges. 69, 1757 (1936). 
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Vergleicht man die Ausbeuten an q-Dicarbonsiuren, die 
einerseits aus Fettsiiuren, anderseits aus Polyen-carbonsiuren er- 
haltlich sind, hinsichtlich der Abhingigkeit von der Anzahl 
der Kohlenstoff-atome in der Kette, so ergibt sich: Aus den 
Fettsiuren erhalt man die maximale Ausbeute an Dicarbonsiéure 
hei 10 C-Atomen [Mensch!')] bzw. bei 8 C-Atomen {[Hund?)], aus 
den Amiden der Polyen-carbonsiuren bei 8 C-Atomen (Kaninchen). 


1 C-Atome: Crotonsiiure-amid ......... ~ 0%, d. Th. 
6 C-Atome: Sorbinsiiure-amid ......... $3°/, d. Th. 
8 C-Atome: Octatriensiiure-amid. ....... 42°/, d. Th. 
10 C-Atome: Decatetraensiiure-amid. . ... . . 20°/, d. Th. 


Beim Abfall von der Trien- zur Tetraensiiure ist zu beriick- 
sichtigen, daB die Ungunst der Loéslichkeitsverhaltnisse und damit 
sehr wahrscheinlich auch der Resorptionsverhialtnisse mit steigender 
Zahl der konjugierten Doppelbindungen rasch zunimmt. Der starke 
Abfall von der Sorbinsiiure zur Crotonsiure mag teilweise mit 
der betrachtlichen Giftigkeit des Crotonsiure-amids zusammen- 
hingen, die zum Verlust vieler Kaninchen gefiihrt hat, obwohl 
nur verhiltnismiiBig kleine Mengen verfiittert wurden. Wir méchten 
darauf hinweisen, daf noch einige weitere Amide, Methylamide 
und Anilide an den Kaninchen teilweise recht starke pharma- 
kologische Wirkungen zeigten, woriiber im Versuchsteil naiher 
berichtet wird. Li&ihmungserscheinungen, aber auch Krimpfe der 
Kxtremitiiten, meist an den Hinterliiufen beginnend, standen dabei 
im Vordergrund. In manchen Fillen kam es zu vélliger Narkose. 


Beschreibung der Versuche. 


I. Praparate. 


1. Hexadien-(2,4)-saure-(1); Sorbinsaure (I, n= 2), Aus Croton- 
aldehyd nach O. Doebner’). Ausbeute an schmelzpunktsreiner Saure: 
25°, d. Th., Schmelzp. 135° (k. Th.). 

2. Hexadien-(2,4)-saure-(1)methylester. Nach O. Doebner und 
A. Wolff*). Ausbeute 99 °/, d. Th., Siedep.,, = 71°. 

3. Hexadien -(2,4)-saure-(1)-athylester*). Ausbeute 81°/, d. Th., 
Siedep.,, = 81,5°, n}® = 1,4942. 

4. Hexadien-(2,4)-saure-(1)-amid‘). Ausbeute 91°/, d.Th., Schmelz- 
punkt 171,5—172,5° (k. Th.). 


') P. E. Verkade, Biochemie. J. 28, 31 (1934); Diese Z. 225, 230 (19383). 
*) B. Flaschentriger u. K. Bernhard, Diese Z. 238, 221 (1936). 
’) Ber. chem. Ges. 33, 2140 (1900). 

*) Ber. chem. Ges. 34, 2221 (1901). 
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5. Hexadien-(2,4)-saure-(1)-methyl-amid. 52g im Vakuum frisch 
destilliertes Sorbinsiure-chlorid wurden mit trockenem Ather verdiinnt, 
mit Aceton-Kohlensiureschnee gekiihlt und langsam mit einem geringen 
Uberschu8 von fliissigem Methylamin versetzt. Nach dem Abdunsten 
des Athers wurde der Riickstand mit Aceton gut ausgekocht. Das durch Ver 
dampfen des Acetons zur Abscheidung gebrachte Sorbinsiure-methylamid 
krystallisierten wir aus sehr verdiinntem Alkohol um, wobei groBe, farb- 
lose Plittchen erhalten wurden. Ausbeute 50 g (100°/, d. Th.), Schmelz. 
punkt 141° (k.Th., sublimiert). Die Substanz ist léslich in Aceton, Alkohol, 
Methanol und heiBem Wasser. 


4,167 mg Subst.: 10,30 mg CO,, 3,40 mg H,0O. 3,688 mg Subst.: 
10,49 cem N, (21°, 754 mm). 
C,H,,ON (125,1) Ber. C 67,14 H 8,87 WN 11,19 
oa. , 674i , B18 » 1040. 


6. Hexadien-(2,4)-saure-(l)-anilid. Nach O.Doebner und A.Wolff'), 
Ausbeute 72°/, d. Th., Schmelzp. 155—156° (k. Th.). 


7. Methyl-(2)-hexadien-(2,4)-siure-(1)-amid; 6-Methyl-sorbinsaure 
amid. — a) Pentanol-(4)-on-(2). Wir gewannen diese Substanz nach den 
Angaben eines Patentes der I. G. Farbenindustrie [F.P. 626729')], fiigten 
jedoch vor der Destillation etwas Hydrochinon zu, wodurch die Ausbeuten 
verbessert wurden. 300 g trockenes Aceton wurden mit 90 g Acet 
aldehyd versetzt. Unter kriftigem Kiihlen mit Eis—Kochsalz-Mischung 
wurden allmihlich zu dem gekiihlten Reaktionsgemisch 6 g fein gepulvertes 
Atzkali zugefiigt, mit etwas Hydrochinon versetzt und unter Wasser. 
abschlub iiber Nacht im Eisschrank stehen gelassen; hierauf mit Kohlen- 
siiure behandelt, vom abgeschiedenen Bicarbonat abfiltriert und fraktioniert. 
Siedep.,, 60—70°. Rohausbeute 50g (24°/, d. Th. ber. auf Acetaldehyd). 


b) Penten-(2)-on-(4); Athyliden-aceton. Die Entwiisserung des 
Pentanolons wurde mit 11/, Molen Essigsiureanhydrid und einer Spur Chlor 
zink durehgefihrt. Wir erhitzten 60 Minuten im Olbad auf 150—160° und 
erhielten nach der Aufarbeitung in gewéhnlicher Weise das Athyliden 
aceton in einer Ausbeute von 49—52 °/, d. Th. 


ce) Methyl-(2)-hexadien-(2,4)-siure-(1), Der nach R. Kuhn und 
M. Hoffer’) erhaltene 6-Methyl-f-oxy-4y,0-hexen-siure-methylester wurde 
mit wasserfreiem Natriumbisulfat ('/, des Gewichts vom Oxyester) 
20 Minuten lang auf etwa 80° erhitzt und anschlieBend der Destillation im 
Vakuum unterworfen. Ausbeute 50°/, d.Th. Die Verseifung des Esters 
wurde mit 11/, Molen 10°/,iger alkoholischer Kalilauge durchgefiihrt. 

d) Methyl-(2)-hexadien-(2,4)-siure-(1)-amid. Die Siure wurde 
in der iiblichen Weise mit Thionylchlorid behandelt, nach dem Ab- 
kiihlen in Aceton—Kohlensiureschnee mit fliissigem Ammoniak versetzt, 
das abgeschiedene Amid hierauf mit heifbem Aceton behandelt und vom 
ungelésten Ammoniumehlorid abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Tierkohle 
gekocht, filtriert und zum Krystallisieren gestellt. Schmelzp. 186—141°. 


1) Chem. Z. 1928, I, 2207. 
*) Ber. chem. Ges. 68, 655 (1932). 
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8. Octatrien -(2,4,6)-saure-(1) (I,n = 3). Aus mit Ammoniak ge 
reinigtem Hexadienal nach R. Kuhn und M. Hoffer’). Das Hexadienal 
stellten wir nach der von R. Kuhn, W. Badstiibner und Ch. Grund 
mann’) angegebenen Methode dar. Die einmal aus verdiinntem Methanol 
umkrystallisierte Siure schmolz bei 184,5° (k. Th.). 


9. Dekatetraen-(2,4,6,8)-saure-(1) (I, n= 4. Nach R. Kuhn und 
M. Hoffer*). Das Octatrienal gewannen wir unter Verwendung von 
Piperidin—Eisessig als Katalysator. Die einmal aus Eisessig umkrystallisierte 
Siure schmolz bei 222° (k. Th.). 


10. Octatrien-(2,4,6,)-saure-(l1)-amid (XI). 30 g Triensiure wurden 
mit 28 g frisch destilliertem Thionylchlorid versetzt und 80 Minuten 
am Dampfbad unter RiickfluB (Chlorcalcium-Robhr) erhitzt. Hierauf dampften 
wir im Vakuum das iiberschiissige Thionylchlorid ab, fiigten 150 cem 
trockenen Ather zu, kiihlten in einem Aceton—Kohlensiiureschnee-Gemisch 
cut ab und versetzten die dtherische Loésung vorsichtig mit fliissigem 
Ammoniak, Nach dem Verdampfen des Athers und des iiberschiissigen 
Ammoniaks wurde der Riickstand mit Wasser ausgelaugt, das Siure-amid 
abfiltriert und aus kochendem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 20,2 g: 
aus der Mutterlauge gewannen wir weitere 5,9 g. Die Substanz krystalli- 
siert aus heiBem Wasser in weiben, gefiederten flachen Nadeln, die ohne 
Zersetzung bei 208—-209° schmelzen. 


4,020, 4,122 mg Subst.: 10,34, 10,60 mg CO,, 2,95, 3,02 mg H,O. - 
1,261, 4,227 mg Subst.: 0,381 (21°, 741 mm), 0,383 (21°, 743 mm) cem N. 


C,H,,ON (187,1) Ber. C 70,02 H 8,09 N 10,21 
Gef. ,, 70,15, 70,13 ,, 8,21, 8,19 ,, 10,12, 10,28. 

11. Dekatetraen-(2,4,6,8)-saure-(l)-amid (XV). 15 ¢ Tetraensiure 
vom Schmelzp. 224° (k. Th.) wurden fein gepulvert und nach Zusatz von 
{9 cem Benzol (iiber Natrium getrocknet) mit 16 g frisch destilliertem 
Thionylehlorid versetzt. Nach 35 Minuten Erwirmen am Dampfbad 
wurde durch Absaugen im Vakuum vom iiberschiissigen Thionylchlorid 
hefreit und von der nicht in Reaktion getretenen Tetraensiiure (2,5 g) ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde auf —15° abgekiihlt und mit einem Uberschub 
an fliissigem Ammoniak versetzt, worauf nach erfolgter Umsetzung sofort 
vom ausgefallenen Niederschlag abfiltriert wurde. Denselben behandelten wir 
zwecks Entfernung des Ammoniumchlorids mit kaltem Wasser und krystalli- 
sierten hierauf den Riickstand aus absolutem Alkohol um. Ausbeute 9,6 g. 
Die Substanz krystallisiert aus Alkohol in orange gefirbten Prismen, die 
ohne Zersetzung bei 227° (k. Th.) schmelzen. 


4,174 mg Subst.: 11,18 mg CO,, 2,99 mg H,0O. 3,854 mg Subst.: 
0.282 cem N (20°, 750 mm). 
\,o9H,,0N (163,1) Ber. C 73,57 H 8,03 N 8,57 


Gef. ,, 73,38 , 8,05 ,, 8,41. 


') Ber. chem. Ges. 64, 1978 (1931). 
*) Ber. chem, Ges. 69, 98 (1936). 
*) Ber. chem. Ges. 63, 2164 (1930). 
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12. Crotonsaure-amid. Abweichend von R. Stoermer und H. Stock 
mann') gewannen wir das Crotonsiiure-chlorid nicht titber das Natrium 
salz, sondern aus der freien Siiure mit Thionylchlorid. Ausbeute an Siiure.- 
amid 93°/, d. Th. Aus Aceton krystallisiert die Substanz in langen Nadeln, 
aus Wasser in quadratischen Plittchen. Schmelzp. 161,5° (k. Th.). 


13. Crotonsaure-anilid. Das aus der freien Siure mit Thionylehlorid 
erhaltene Siurechlorid, welches unter Normaldruck bei 121—123° siedet, 
wurde mit eisgekiihltem, frisch destilliertem Anilin umgesetzt. Das aus 
miBig verdiinntem Alkohol in schénen Nadeln krystallisierende Anilid 
schmolz bei 117—118° (k. Th.). Ausbeute an schmelzpunktreiner Substanz 
80°/, d. Th. 


14. 3,8-Dimethyl-acrylsaure-amid (III). Das Siurechlorid wurde 
nach H. Staudinger und E. Ott’) dargestellt. Ausbeute 98°/, d. Th., 
Siedep.,,. 145—148° Zu dem mit trockenem Ather verdiinnten Siiurechlorid 
wurde unter Kiihlung mit Aceton—Kohlensiiureschnee langsam fliissiges 
Ammoniak zugetropft. Nach dem Abdunsten des iiberschiissigen Ammoniaks 
und Athers wurde die feste Masse mit heiBem Aceton gut ausgelaugt, ab- 
filtriert, das Filtrat mit Tierkohle erhitzt, abermals filtriert und zum Krystalli- 
sieren gestellt. Ausbeute (einschlieBlich des aus den Mutterlaugen gewonnenen 
Siureamids) 89°/, d. Th. Aus Aceton grofe Platten, aus Wasser lange, farb- 
lose, derbe Nadeln. Schmelzp. 110—111° (k. Th.). Die Substanz ist unlés 
lich in Petrolither, leicht léslich in Aceton, Methanol, Alkohol, Ather und 
heiBem Wasser. 


4,345, 4,286 mg Subst.: 9,675, 9,560 mg CO,, 3,575, 3,510 mg H,O. 


C,H,ON (99) Ber. C 60,61 H 9,09 
Gef. ,, 60,73, 60,83 » Bi, 906. 


15. 6-Methyl-@-athyl-acrylsiure-amid. — a) p-Methyl-f-ithy! 
acrylsdiure (V). H.D. Gardner und W. Haworth’) haben diese Siure 
durch Kondensation von Methyl-iithyl-keton mit Natrium-cyanessigester 
und nachtrigliche Verseifung und Decarboxylierung des Kondensations 
produktes dargestellt. Wir erhielten sie durch Kondensation von Methy!- 
iithylketon mit Bromessigsiuremethylester und Zink nach 8. Reformatsky. 
72 g Methyl-athyl-keton wurden mit 65 g Zinkspinen, 200 ccm 
trockenem Benzol und 153 g Bromessigsiuremethylester versetzt. 
Beim Erhitzen auf dem Dampfbad setzte nach einer kurzen Induktionsperiode 
die Reaktion sehr lebhaft ein, so dab durch Schiitteln in kaltem Wasser 
gekiihlt werden muBte. Nach Beendigung des freiwilligen Siedens wurde 
noch '/, Stunde weiter erhitzt. Dann kiihlten wir das Gemisch ab und zer 
setzten mit Eis und einem geringen Uberschuf verdiinnter Schwefelsiure. 
Nach dem Waschen der Benzolschicht mit Wasser wurde diese iiber Natrium- 
sulfat getrocknet und fraktioniert destilliert. Der 8-Methyl-8-oxy-vale- 
riansiiure-methylester ging unter 12mm bei 74—78° iiber. nj’” 
= 1,4310. Der Ester ist ein farbloses, miBig bewegliches Ol, das kein Brom 
aufnimmt. Ausbeute 45—50°/, d. Th. 


1) Ber. chem. Ges, 47, 1786 (1914). 
*) Ber. chem. Ges. 44, 1686 (1911). 
3) J. Amer. Chem. Soc. 93, 1955 (1909). 
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Zur Wasserabspaltung wurden 72 g §-Methyl-@-oxy-valeriansidure- 
methylester mit 1g wasserfreiem Chlorzink und 80g Essigsdure- 
» anhydrid 3 Stunden im Olbad (160°) erhitzt, wobei starke Braunfiirbung 
i - eintrat. Hierauf wurde mit Natriumhydroxyd neutralisiert und mit Ather 
ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat wurde der Ather 
abgedampft und der Riickstand destilliert. Der -Methyl-¢@-aithyl-acryl 
siure-methylester siedet unter Normaldruck bei 151—153° nj3°° 
= 1,4320. Der Ester ist ein farbloses, leicht bewegliches Ol von angenehmem 
Geruch. Ausbeute 90--95°/, d. Th. bezogen auf den Oxy-ester. 

Zur Verseifung wurde der #-Methyl-6-athyl-acrylsiure-methylester mit 
50°/, iger methanolischer Kalilauge 45 Minuten am Dampfbad erhitzt, 
_ hierauf die alkalische Lésung zur Entfernung neutraler Substanzen mit 
irde ' Ather behandelt, mit Wasser verdiinnt, angesiiuert und die freie Siiure mit 
'h, #& Ather ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen der iitherischen Lisung wurde 
rid 7% das Lésungsmittel abdestilliert und der Riickstand im Vakuum fraktioniert. 
ges fi Ausbeute 70°/, d. Th. bezogen auf den Oxy-ester. Die 6-Methyl-@-ithyl 
aks 7% acrylsiure ist ein farbloses, scharf riechendes Ol, das unter 12 mm bei 
ab- HR 107,5—109° siedet. n2%> = 1,4487. Wir haben jedoch auch Siedepunkte 
uli- HR yon 102—107° (12 mm) beobachtet. Vielleicht entstehen die cis-trans-iso- 
“ _ meren Formen nebeneinander. 
rb. 
los 


und 


b) 6-Methyl-§-aithyl-acrylsiure-amid. 38 g Siure vom Siedep.,, 
= 107,5—109° wurden mit 100 ccm trockenem Ather und 42¢ frisch 
destilliertem Thionylchlorid 30 Minuten am Dampftbad erhitzt, wobei 
sich das Reaktionsgemisch stark braun verfirbte. Nach Beendigung der 
Reaktion wurde der Ather verdampft und der Riickstand im Vakuum 
destilliert. Das $-Methyl-8-aithyl-acrylsiure-chlorid siedet unter 
13mm bei 48°; n2! = 1.4534. Ausbeute 43,8 g (99°/, d. Th.). 

Das destillierte Siiurechlorid wurde mit 150 cem trockenem Ather ver 
diinnt, in Aceton-Kohlensiureschnee abgekiihlt und langsam mit einem ge- 
ringen Uberschu8 an fliissigem Ammoniak versetzt. Nach dem Abdunsten 
des Lésungsmittels wurde der Riickstand mit hei’em Aceton behandelt, vom 
| ungelésten Ammonchlorid abfiltriert und das Filtrat eingeengt, wobei das 


4 Amid auskrystallisierte. Ausbeute 34 g (91°/, d. Th.); zur weiteren Reini- 
gung wurde aus Wasser umkrystallisiert. Die Substanz schmilzt bei 128 
iw bis 128,5° (k. Th.). Sie ist in heiBem Wasser, Aceton, Alkohol leicht lés- 
i. lich, aber unléslich in Petrolither. 

ser 4,102, 4,072 mg Subst.: 9,575, 9,465 mg CO,, 3,565, 3,510 mg H,0. 
rde _ 3,419 mg Subst.: 0,367 cem N (22°, 751 mm). 

eT 6,H,,ON (113,1) Ber. C 63,66 H 9,81 N 12,37 

~~ oe Gef. ,, 68,66, 63,40  ,, 9,72, 9,65  ,, 12,26. 
m-: ; 

e £ 16. 5-Methyl-furfurol'). Zu einer siedenden Lésung von 250 g Zinn 
7,5 _ chloriir und 1000 g Kochsalz in 2000 cem 17°/,iger Schwefelsdure 
ym ' wurde innerhalb 1 Stunde eine heiBe Lésung von 400 g Rohrzucker in 


00 cem Wasser zugetropft. Das aufgefangene Destillat wurde mit Soda 
alkalisch gemacht und mit 700 cem Benzol ausgeschiittelt. Die benzolische 
Lisung trockneten wir iiber Natriumsulfat. Nach dem Abdampfen des 


') Vgl. Organic Syntheses 14, 62 (1934). 
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Lésungsmittels wurde der Riickstand im Vakuum destilliert, wobei 24,5 ¢ 
(21°/, d. Th.) unter 11mm bei 74,5—78° iibergingen. Nach abermaliger 
Destillation siedete das 5-Methyl-furfurol unter 12 mm bei 75,5% nj}! 
= 1,5248. Es la8t sich unter Vakuum im Dunkeln lingere Zeit unzersetzt 
auf bewahren. 


17. 5-Methyl-brenzschleimsaure-amid (VI). —- a) 5-Methyl-brenz 
schleimsaure. 30g 5-Methyl-furfurol wurden mit 50cem 96°, igem 
Alkohol und einer Lésung von 92,6 g Silbernitrat in 100 cem Wasser 
versetzt, wozu unter stindigem Riihren eine Lésung von 32,7 g Natrium 
hydroxyd in 100 cem Wasser zutropfen gelassen wurde. Nach Beendigung 
der Oxydation filtrierten wir das ausgeschiedene Silber ab, dampften das 
Filtrat bis fast zur Trockne ein, siiuerten an und stellten die waBrige Lésung 
in den Kisschrank, nachdem sie mit Tierkohle entfirbt worden war. Die 
5-Methyl-brenzschleimsiure krystallisiert in groBen Rhomben und schmilzt hei 
109—110° (k. Th.). Ausbeute an schmelzpunktreiner Substanz 76—91°/, d. Th. 


b) 5-Methyl-brenzschleimsiiure-amid. 31g 5-Methyl-brenz- 
schleimsdure wurden mit 45 g Thionylchlorid und 20 cem trockenem 
Ather 30 Minuten am Dampfbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen trugen wir 
die atherische Lésung des Siurechlorids langsam in mit Ammoniak ge 
siittigten Ather ein, wobei sich die Bildung des Amids ruhig vollzog. Nach 
dem Verdunsten des Athers wurde die heiBe wibrige Lésung des Riick 
standes mit Tierkohle entfairbt und in den Eisschrank gestellt. Ausbeute 
an schmelzpunktsreiner Substanz = 25 g (81°/, d. Th.). Schmelzp. 132 
bis 133° (k. Th.). 


18. £-(5-Methyl-furyl-(2)|-acrylsaure-amid (VIII). — a) §-[5-Methy!| 
furyl-(2)]-acrylséure'). 28 g 5-Methyl-furfurol wurden mit 27¢ 
Malonsiiure und 28g Pyridin zuniichst iiber Nacht bei gewéhnlicher 
Temperatur stehen gelassen, hierauf am Dampfbad unter RiickfluB erhitzt, 
bis keine Kohlensiure mehr entwickelt wurde (etwa 8 Stunden). Dann 
kiihlten wir das Reaktionsprodukt mit Kis und siuerten mit verdiinnter 
Schwefelsiure an, wobei ein brauner Niederschlag ausfiel, der in 2 n-Natron 
lauge gelést und mit Tierkohle in der Hitze entfiirbt wurde. Die durch 
verdiinnte Salzsiiure wieder ausgefiillte §-[5-Methyl-furyl-(2)]-acrylsiure kry 
stallisierten wir aus sehr verdiinntem Methanol um, wobei schneeweibe, 
lange Nadeln vom Schmelzp. 157° (k. Th.) erhalten wurden. Ausbeute 28 ¢ 
(70 oP d. Th.). 

b) 6-[5-Methyl-furyl-(2)|-acrylsiure-amid. 40g 8-(5-Methy! 
furyl-(2)]-acrylsiure wurden mit 39 g frisch destilliertem Thiony! 
chlorid und 100 cem trockenem Ather 90 Minuten am Dampfbad erhitzt 
und hierauf im Vakuum destilliert. Ausbeute 44,5 g (99,5°/, d.Th.). Das 
6-[5-Methyl-furyl-(2)]-acrylsiure-chlorid ist eine schwach gelb ge- 
farbte, stark lichtbrechende, nicht unangenehm riechende Fliissigkeit, die 

!) Herrn cand. chem. H. Ruelius, der vergleichende Versuche iiber 
die Synthese dieser Siure ausgefiihrt hat, danken wir fiir seine Unter 
stiitzung bestens. Die Perkinsche Synthese mit 5-Methyl-furfurol gibt 
sowohl bei Anwendung von Kaliumacetat (24°/, d. Th.) als auch von 
Natriumacetat (15°/, d. Th.) erheblich schlechtere Ausbeuten als die oben 


beschriebene Synthese nach Doebner (70°/, d. Th.). 
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unter 9mm bei 124° siedet und zu lichtbrechenden, wohl ausgebildeten 
Tifelchen erstarrt, welche bei 37° schmelzen. 

Das Siurechlorid wird in Ather gelést, mit Aceton—Kohlensiureschnee 
out gekiihlt und mit einem geringen UberschuB von fliissigem Ammoniak 
versetat. Man dampft den “Ather ab und behandelt den Riickstand mit 
warmem Aceton, filtriert vom Ammoniumcehlorid ab und 1laBt das Filtrat 
erkalten. Das 6-(5-Methyl-furyl-(2)]-acrylsiiure-amid krystallisiert aus ver- 
diinntem Aceton in sternférmig angeordneten Prismen, aus absolutem Aceton 
in derben Drusen. Ausbeute 38,2 ¢ (98°/, d. Th). Schmelzp. 130—131° 
(k, Th.). Léslich in Wasser, Alkohol, Methanol, Aceton. 


4,023, 4,187 mg Subst.: 9,340, 9,765 mg CO,, 2,190, 2,260 mg H,O. — 
1288, 3,995 mg Subst.: 0,337, 0,325 ecm N (23°, 752, 749 mm). 
C.H,O,N (151) Ber. C 63,57 H 5,96 N 9,27 
Gef. ,, 63,32, 63,60 », 6,09, 6,04 5» 8,97, 9,25 


II. Fiitterungsversuche. 


Gesunde, gut genihrte Kaninchen wurden mit der Schlund- 
sonde gefiittert, wobei die tiglich gegebene Menge von der Art 
der Substanz abhingig gemacht wurde. 


1. Sorbinsiure wurde in der genau berechneten Menge 
2n-Natronlauge gelést. Das Kaninchen erhielt tiaglich 2mal 5 g. 
Pharmakologische Wirkungen waren bei dieser Menge nicht zu 
heobachten und die Tiere iiberstanden den Fiitterungsversuch 
ausgezeichnet. Gewicht der Tiere: 3320 bzw. 3380 g 

2. Octatrien- und Dekatetraensdiure wurden staubfein zerrieben 
und in Wasser suspendiert mit der Schlundsonde gegeben, 2mal 
1—2 g je Tag und Tier. Die Tiere (Gewicht 3220 bzw. 3320 g) 
zeigten keinerlei auffallende Krscheinungen. 

8. Sorbinsdure-methylester und -athylester wurden unverdiinnt 
gegeben, 2mal 5¢ je Tag und Tier. Bei der Fiitterung von 
Sorbinsiure-methylester fiel der aufSerordentliche HeiBhunger des 
Kaninchens (Gewicht 3220 g) auf und die wiahrend dieses Ver- 
suches anfallende groBe Menge Harn. 


4. Sorbinséure-amid. Das fein zerriebene und in Wasser 
suspendierte Amid wurde in steigenden Mengen, 1—4g Je 
Fiitterung, gegeben. Die bei einer Dosis von 4 g auftretende 
pharmakologische Wirkung ‘ufert sich in einer Lihmung der 
GliedmaBen, beginnend bei den hinteren Extremitiiten, BewuBt- 
losigkeit und in einer gesteigerten ‘iitigkeit des Herzens. 
Fiittert man von Anfang an Mengen von 3 g, so tritt bald eine 
auBerordentliche Verzégerung der Atmung und Exitus ein. Bei 
langsamer Gewéhnung iiberstehen die Tiere den Versuch ohne 
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jeden Schaden, selbst wenn von Zeit zu Zeit voriibergehende 
Lihmungen eintreten. Gewicht des Tieres: 3320 g. 


5. Sorbinsdéure-anilid wurde fein gepulvert, in Wasser aut- 
geschlammt und in Mengen von 2—6 g je Tag und Tier ge- 
geben. Es konnte, auch in Fiitterungsversuchen iiber lange 
Dauer, keine besondere Wirkung des Anilids auf den Organismus 
beobachtet werden. 


6. Sorbinsdure-methyl-amid. Die Substanz wurde gepulvert, 
mit Wasser angeteigt und in steigenden Mengen von 0,5—2,0 ¢ 
auf einmal gegeben. Wie gewoéhnlich wurde 2mal im Tag ge- 
fiittert. Bei einer Menge von 2,5—3,0 g je Fiitterung waren 
nach ungefaihr 5 Minuten die hinteren GliedmaBen gelihmt, der 
Herzschlag intensiv, die Atmungsfrequenz sehr rasch und das 
Atemvolumen klein. Nach 25 Minuten war totale Lihmung und 
BewuBtlosigkeit eingetreten, wobei das Herz sehr ruhig schlug 
und der Atmungszustand der gleiche blieb. Knde der Wirkung 
nach ungefaihr 2 Stunden. 

7. ($-Methyl-sorbinsdure-amid. Das nicht ganz reine Priaparat 
(Schmelzp. 136—141°) wurde in Wasser suspendiert in zwei Dosen 
zu 0,5 und 2,0 g gegeben (innerhalb von 17 Stunden), worauf nach 
kurzer Zeit von den riickwiartigen GliedmaBen her Lihmungs- 
erscheinungen einsetzten, die sich mit heftiger Wirkung iiber den 
ganzen Kérper ausbreiteten. Herzschlag unregelmafig, Atmung 
auBerordentlich verlangsamt, Atemtiefe sehr klein. Beginnendes 
Ende der Lihmung und der Bewuftlosigkeit nach 2 Stunden. 


8. Crotonsdéure-amid. Die besondere Giftigkeit dieser Substanz 
gestattete es nicht, mehr als 0,5—1,0g je Tag zu geben. Dennoch 
trat nach Fiitterung einer Gesamtmenge von 7,5 g Exitus ein. 
Gewicht des Tieres: 3180 g. Fiittert man 2mal 1,5 g, so tritt 
nach ungefihr 12 Stunden Exitus ein. (Gewicht des Tieres: 
3430 ¢.) In einem anderen Versuch verendete das Kaninchen 
bereits nach 2 Stunden, bei Gaben von 2,0—3,0 g innerhalb 
7 Stunden (Gewicht des Tieres: 3320 g). Es treten auch hier 
wieder Lihmungserscheinungen auf, die zu charakteristischen 
krampfartigen Streckstellungen der GliedmaBen und des Kopfes 
fiihren, Bei Fitterungsversuchen iiber eine langere Zeit, treten 
nekrotische Veriinderungen der Nieren auf. 

9. Crotonsiure-anilid. Das Anilid warde fein gepulvert, 1 
Wasser suspendiert, in Mengen von 2mal 2 g je Tag gefiittert. 
Kin minnliches Tier vertrug die Fiitterung ohne jede besondere 
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" Erscheinung, wihrend ein weibliches Kaninchen nach der ersten 
- Gabe von 2 g eine heftige Lihmung der GliedmaBen bekam, von 
denen es sich nach der Unterbrechung des Fiitterungsversuches 
rasch und vollstiindig erholte. 


10. /, 8-Dimethyl-acrylsiure-amid (II1) wurde fein gepulvert, 


r 
in Wasser suspendiert, in steigenden Mengen von 2mal 0,5—2 g 
je Tag gefiittert. Der Versuch wurde vom Tier gut iiberstanden, 

" ohne jede besondere Erscheinung. Gewicht des Tieres: 4200 g. 
\ 11. (/-Methyl-(-athyl-acrylsiure-amid wurde wie gewéhnlich in 
ie, fester Form gegeben, 2mal 2 g je T'ag, wobei jedesmal eine 
“a Lihmung der hinteren GliedmafBen zu beobachten war, die ohne 
oy [E weitere Folgeerscheinung blieb. Gewicht des Tieres: 2930 g. 
as 12. 5-Methyl-brenzschleimsaiure-amid (V1). Die in Wasser aut- 
nd me geschlimmte Substanz wurde in Dosen von 2mal 1 g bis 2mal 2 ¢ 
ur fe je Tag gefiittert, wobei keinerlei pharmakologische Wirkungen zu 
ne [— beobachten waren. Gewicht des Tieres: 3320 g. 

13. /-[5-Methyl-furyl-(2)]-acrylsaure-amid (VIil). Wir fiitterten 
“af das in Wasser suspendierte Amid zunichst in Mengen von 2mal 
en Me 0, ¢@ je Tag, hierauf gaben wir 1,0 g, wobei nach 10 Minuten 
ch @ Lihmung der GliedmaBen, von den riickwiirtigen beginnend, ein- 
15- trat, die nach etwa 1 Stunde aufgehoben war. Bei einer lang- 
en fe samen Steigerung der Dosis traten die Lihmungserscheinungen 
ne | wnmer schwicher auf, bis sie ganz verschwanden und auch bei 
es fe einer Menge von 3,0 g nicht mehr zu beobachten waren. Ge- 

_ wicht des Tieres: 4940 g. 
on 14. Octatriensiure-amid (XI). Gefiittert, wie vorhergehend be- 
nm schrieben, in Mengen von 2mal 1,0 g bis 2mal 2,0 g je Tag. Nach 
_ einer Gesamtmenge von 14,0 g exitus. Gewicht des Tieres: 2890 g. 
" Leber kérnig (wei) durchsetzt, Magenwand zeigt zahlreiche Blut- 
"a knélichen, Mageninhalt ist dunkelrotbraun gefirbt. 
on 15. Dekatetraensdéure-amid (XV). Das fein gepulverte Amid wurde 
Ib @ wit Wasser verriihrt und in Mengen von 2mal 1 g je Tag gegeben. 
er [E LVie Substanz iibte in dieser Konzentration keine sichtbaren Wir- 
on ( kungen auf den Organismus aus. Gewicht des Tieres: 2930 g. 
“ III. Isolierung und Identifizierung der Dicarbonsauren 
| bzw. Dicarbon-amidsdéuren aus dem Harn. 
in Die Isolierung der Oxydationsprodukte gestaltete sich in- 
‘ solern einfach, als dieselben fast durchweg in Wasser schwer- 


lisliche Kérper darstellen. 
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Der unter Toluol gesammelte, alkalisch reagierende Harp 
wurde nach der letzten Fiitterung noch weitere 2 Tage aut- 
gefangen, hierauf von den Sedimenten abfiltriert und im Vakuum 
(15 mm) auf 100—200 ccm eingedampft. Nach dem Abkiihlen 
wurde durch Zentrifugieren von den abgeschiedenen Salzen befreit 
und die klare Fliissigkeit mit 2n-Salzsiiure angesiiuert (Kongo). 
Wir lieBen dann einige Stunden im Hisschrank stehen, filtrierten 
die in vielen Fallen bereits krystallin vorliegende Dicarbonsiiure 
bzw. deren Derivat, ab und reinigten dieselbe durch Behandlung 
des Ammoniumsalzes (in 2n-Ammoniak gelést) mit Adsorptions- 
mitteln, wie Carbo medicinalis ,,.Merck“, Frankonit KL, Floridin Xs 
und Floridin XXF. Es ist dabei gréfte Vorsicht zu iiben, da be- 
sonders bei Verwendung von Carbo medicinalis ,,.Merck“ die Di- 
carbon-amidsiiuren und die Mucon-anilidsiiure eine vollstiindige 
Zersetzung erleiden kénnen. In manchen Fiillen geniigt ein 
lingeres Kochen mit Wasser in Gegenwart der genannten Ent- 
firbungsmittel, um die stark ungesittigten Dicarbonamidsiuren 
in nicht mehr krystallisierende Produkte zu verwandeln. 


1. 15 g Sorbinsiiure gaben 0,200 g Muconsiiure (Rohprodukt, 
Schmelzp. 250—-260°), die zur Identifizierung in den Dimethylester iiber 
gefiihrt wurde’). Ausbeute an reinem Ester: 38 mg. 


3,810, 3,802 mg Subst.: 5,10, 5,08 cem n/100-NaOH. 
C,H,O, (142) Ber. Aquiv.-Gew. 71 Gef. Aquiv.-Gew. 74, 75, 


In einem zweiten Versuch erhielten wir aus 30 g Sorbinsiiure 220 mg 
schmelzpunktreine Muconsiiure, aus der wir 90 mg reinen Dimethylester 
gewannen. Die bei der Herstellung des Esters anfallende alkoholische 
Mutterlauge roch intensiv nach Sorbinsiiure-methylester! 

Schmelzpunkt der aus dem Harn isolierten Muconsiiure: 299—303' 
(k. Th.). Schmelzpunkt des Muconsiiure-dimethylester: 157°; Misch-Schmelz- 
punkt mit einem synthetischen Priparat: 156° Ausbeute an Dicarbon- 
siure aus dem Harn (berechnet auf den gewonnenen Dimethylester): 0,17 
bzw. 0,19°/, d. Th. 


2. Nach Fiitterung von 22 g Sorbinsiure-methylester konnteu 
wir aus dem Harn keine Muconsiiure isolieren. 


3. 30 g Sorbinsiure-ithylester lieferten 145 mg Muconsiure 
[0,5°/, d. Th. vom Schmelzp. 300° (k. Th.)]. 

3,401, 3,420 mg Subst.: 4,76, 4,80 cem n/100-NaOH. 
C,H,O, (142) Ber. Aquiv.-Gew. 71 Gef. Agquiv.-Gew. 71,4, 71,2 


4, Aus 7,6 g Sorbinsiure-amid erhielten wir 3,1 g Mucon-amid 
sdure (32,2°/, d. Th.), Die Mucon-amidsiure krystallisiert aus Wasser in 


') R. Kuhn u. Ch. Grundmann, Ber. chem. Ges. 69, 1757 (1936). 
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farblosen, glinzenden Niidelchen, die bei 276—277° = 281—282° (k. Th.) 
unter Zersetzung schmelzen. 100 com Wasser lisen bei 4° 0,0129 g Mucon- 
wnidsiiure. Sechwer léslich in heiBem Eisessig, unléslich in Alkohol. 


6,206 mg Subst.: 4,39 cem n/100-NaOQH. — 1,500 mg Subst. in 1,0 eem 
n/10-Na,CO, mit 8,3 mg Platinoxyd nach 20 Minuten Endwert, — 4,577 mg 
Subst.: 0,385 cem N, (23°, 751 mm). — 4,183 mg Subst.: 7,820 mg CO,, 
1,835 mg H,O. 


C,H,O,N (141) 

Ber. Aquiv.-Gew. 141 ; 2,00 C 51,06 H 4,96 N 9,92 
Gef. Aquiv.-Gew. 141 F203 , 50,98 ,, 4,91 9,59. 

Mucon-amidsiiure reagiert mit PC], viel langsamer als Muconsiure und 
gibt nach Zusatz von absolutem Methanol ¢rans-trans-Muconsiure- 
dimethylester, der bei 157—157,5° (k. Th.) schmilzt. PCl, verindert die 
Siureamid-Gruppe zum Chlorimid, das bei der Einwirkung von Methanol 
liber die Methoxy-imid-Verbindung den Ester gibt. 


4,060, 4,227 mg Subst.: 8,400, 8,780 mg CO,, 2,215, 2,340 mg H,O. 


C,H, 0, (170,1) Ber. C 56,43 H 5,93 
Gef. ,, 56,43, 56,65 » 6,20, 649. 


Verseifung der Mucon-amidsaure. 100 mg Mucon-amidsiiure wurden 
mit 5 cem 30°/,iger alkoholischer Kalilauge und 10 cem Wasser 90 Minuten 
am Dampfbad erhitzt, nach dem Erkalten mit 2 n-Salzsiiure angesiuert und 
filtriert. Den Niederschlag listen wir hierauf in 2n-Natronlauge, behandelten 
in der Hitze mit Tierkohle, filtrierten ab und siiuerten das Filtrat an, wobei 
die Muconsiiure in schneeweiben Krystiillchen ausfiel. Nach einigem Stehen 
iu der Kiilte wurde abgesaugt, gut mit Wasser gewaschen und iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. Schmelzp. 299° (k. Th.). 


5,961, 5,295 mg Subst.: $,45, 7,40 cem n/100-NaOH. 


U,H,O, (142) Ber. Aquiyv.-Gew. 71 Gef. Aquiv.-Gew. 70,5, 71,5. 


5. Aus 19,5 g Sorbinsiure-methyl-amid erhielten wir 9,2 g (43,8 °/, 
d. Th.) Mucon-methylamid-siure vom Schmelzp. 217° (k. Th.) unter 
Zersetzung. Mucon-methylamid-siure list sich in heiBem Wasser, in viel 
heiBem Alkohol, in hei8em Methanol, in Pyridin und ist unléslich in Ather, 
Chloroform find schwer léslich in Essigester. 


4,186, 4,171 mg Subst.: 8,335, 8,33 mg CO,, 2,205, 2,155 mg H,O. — 
0,600, 5,396 mg Subst.: 8,61, 3,47 cem n/100-NaOH. — 4,001, 3,945 mg Subst.: 
0,321 (23°, 754 mm), 0,811 (22°, 755 mm) cem N,. 


C,H,O,N (155) Ber. Aquiv.-Gew. 155 C 54,19 H 5,80 N 9,038 
Gef. ‘ 155 ,, 54,81 ,, 5,90 ,, 9,18 
™ e 155 3, 54,46 ,, 5,78 ,, 9,06. 


6. 20 g Sorbinsiure-anilid gaben 2,7 g Mucon-anilid-siure 
(11,5°/, d. Th.); in einem zweiten Versuch erhielten wir aus 18 g Sorbin- 
siiure-anilid 7,5 g Mucon-anilid-siure (36°/, d. Th.) und in einem dritten 
Versuch isolierten wir nach der Verfiitterung von 17 g Sorbinsiure-anilid 
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aus dem Harn 3,1 g Mucon-anilid-siiure (15,7°/, d. Th.), Die Mucon-anilid 
siiure wird aus alkalischer Lésung mit verdiinnter Salzsiiure stets amor) 
evefiillt; der Niederschlag geht aber beim Erhitzen der wiiBrigen Suspension 
in den krystallinischen Zustand iiber. 3000 Teile kochendes Wasser lise, 
1 Teil Mucon-anilid-siure; sie ist gegen kochende konzentrierte Salzsiiure 
bestiindig, worin sie sich lést und woraus sie beim Erkalten wieder ausfiillt. 
Aus heibem Wasser krystallisiert die Substanz in unregelmibigen Plittchen, 
die bei 261—263° (k. Th.} unter Zersetzung, Braunfirbung und ohne zu 
sublimieren schmelzen. Die amorphe Mucon-anilid-siiure hingegen sinter 
(nach dem Trocknen im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd) bei 250°, zersetzt 
sich bei 310° und gibt ein Sublimat von goldgelben Niidelchen. Mucon 
anilid-siiure ist schwer léslich in Wasser, Benzol, léslich in Essigester, gut 
léslich in absolutem Alkohol, leicht léslich in Methanol, unléslich in Ather 
und Chloroform. 


3,945 mg Subst.: 9,545 mg CO,, 1,85 mg H,O. — 8,065 mg Subst.: 
3,70 cem n/100-NaOH. — 3,656 mg Subst.: 0,212 ecm N (20°, 741 mm). 
C,.H,,0,N (217,1) Ber. Aquiv.-Gew. 217,1 C 66,32 H 5,11. N 6,45 


' » , ~ > 
(ref. = 217 », 65,99 ,, 5,24 ,, 6,59. 


7. 25g 8-Methyl-sorbinsiure-amid gaben nach dem Verfiittern 
1,91 g (62°, d. Th.) 6-Methyl-mucon-amidsiure. Schmelzp. 259—261° 
(k. Th.). 1000 Teile kochendes Wasser lésen 4,1 Teile 6-Methyl-mucon-amid 
siiure. Sie krystallisiert aus Wasser in langen, feinen, farblosen Prismen. 
Die neue Substanz ist léslich in heiBem Methanol, schwer ldéslich in heifem 
Alkohol und in Wasser, kaum léslich in Essigester und in Chloroform. 

3,963, 4,134 mg Subst.: 7,865, 8,180 mg CO,, 2,080, 2,145 mg H,0O. — 
5,238, 5,800 mg Subst.: 3,37, 3,42 eem n/100-NaQH. — 3,894, 3,870 mg Subst.: 
0,312 (22°, 744 mm), 0,311 (21°, 742 mm) ecem N. 

C,H,O,N (155) 


Ber. Aquiv.-Gew. 155 C 54,19 H 5,80 N 9,03 
Gef. 7 155, 155 ,, 54,13, 53,92 ,, 5,87, 5,80 ,, 9,08, 9,11. 


Verseifung der 3-Methyl-mucon-amidsaure. 100 mg §-Methyl-mucou 
amidsiiure wurden mit 5ccem 30°/,iger wiBriger Kalilauge 60 Minuten am 
Dampfbad erhitzt, nach dem Erkalten mit 2n-Salzsiiure angesiiuert, wobei 
ein schneeweiBer Niederschlag ausfiel, der abfiltriert, getrocknet und ge 
wogen wurde. Ausbeute 79,6 mg (79,6°/, d.Th.). Aus Wasser umkrystalli 
siert. Schmelzpunkt der so erhaltenen (-Methyl-muconsiure 231—232 
(k. Th.); Mischschmelzpunkt mit einem synthetischen Priiparat') 231 bis 
282° (k. Th.). 

4,190, 4,128 mg Subst.: 5,40, 5,37 eem n/100-NaOH. 

C,H,O, (156) Ber. Aquiv.-Gew. 78 Gef. Aquiv.-Gew. 7 

8. Nach der Verfiitterung von 6,3 g Octatrien-siure bzw. 8,0 g 
Dekatetraen-siure konnten wir aus dem Harn keine Dicarbonsiure 
isolieren. 

9. 14,0 g Octatriensiure-amid gaben 7,123 g (42°/, d. Th.) Hexa- 
trien-(2,4,6)-dicarbon-(1,6)-amidsiure-(1). Beim Fiillen der Substanz 


) R. Kuhn u. Ch. Grundmann, Ber. chem. Ges. 69, 1757 (1936). 
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aus alkalischer Lésung mit verdiinnter Salzsiiure erhilt man feine, stern- 
férmige Niidelchen. Die Hexatrien-dicarbonamidsiure krystallisiert aus viel 
kochendem Wasser in farblosen unregelmiBigen hexagonalen Plittchen, die 
sich (bei 190° in den Block gebracht) bei 263° (k. Th.) zersetzen, ohne zu 
schmelzen. Hexatrien-dicarbon-amidsiure (XII) ist léslich in heiBem Wasser 
und verdiinntem Alkali, unldslich in Essigester, Alkohol, Chloroform, 
Schwefelkohlenstoff und konz. Salzsiiure. 


4,054 mg Subst.: 8,53 mg CO,, 2,00 mg H,O. — 6,404 mg Subst.: 

3,77 ecm n/100-NaOH. — 4,272 mg Subst.: 0,310 cem N (19°, 742 mm). 
C.H,O,N (167) Ber. Aquiv.-Gew. 167 C 57,48 H 5.38 N 8,37 
Gef. ‘ 170, 57,88 ,, 5,52 ,, 8,28. 


Verseifung der Hexatrien-(2,4,6)-dicarbon -(1,6)-amidsaure - (1). 
1,0 g Amidsiure (XII) wurden mit 10 cem 30°/,iger wiBbriger Kalilauge 
versetzt und 2 Stunden am Dampfbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde 
mit Salzsiiure angesiiuert, der ausgefallene Niederschlag abfiltriert und ge- 
trocknet. Ausbeute: 0,60 g (60°/, d. Th.). Die scharf getrocknete Hexatrien- 
1,6-dicarbonsiiure (XIII) wurde mit Phosphorpentachlorid und Methanol wie 
iiblich in den Dimethylester iibergefiihrt. Ausbeute: 0,640 g (99°/, d. Th.). 
Aus Methanol umkrystallisiert. Schmelzpunkt des so erhaltenen Hexatrien- 
1,6-dicarbonsiiure-dimethylesters 169,5—170,5° (k. Th.); Mischschmelzpunkt 
mit einem synthetischen Vergleichspriparat') 169,5—171° (k. Th.). 


4,128, 4,013 mg Subst.: 9,245, 8,97 mg CO,, 2,28, 2,20 mg H,O. 


C,)H,,0, (196,1) Ber. C 61,19 H 6,17 
Gef. ,, 61,08, 60,96 ,, 6,18, 6,13. 


10. Aus 7,0 ¢g Dekatetraensiure-amid erhielten wir 1,7 g (20°/, 
d. Th.) Octatetraen-(2,4,6,8)-dicarbon-(1,8)-amidsdure-(1), welche 
aus Wasser kérnige, gelbe Krystalle bildete. Die alkalische Lésung der 
Octatetraen-dicarbon-amidsiiure (XVI) fluoresciert vor der Analysenlampe 
biiulichgriin. Das nicht ganz reine Priiparat schmolz unter Zersetzung bei 


258° (k. Th.). 


4,945 mg Subst.: 0,311 cem N (24°, 751 mm). 
C,.H,,03N (193,1) Ber. N 7,25 Gef. N 7,12. 


Verseifung der Octatetraen-(2,4,6,8)-dicarbon-(1,8)-amidsaure-(1). 
800 mg Amidsiure (XVI) wurden mit 10 cem 30°/,iger wiBriger Kalilauge 
versetzt und 2'/, Stunden am Dampfbad erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde 
mit Salzsiure angesiduert, vom Niederschlag abfiltriert und scharf getrocknet. 
Ausbeute 0,440 g. Die trockene Octatetraen-1,8-dicarbon-siure wurde 
mit 0,8 g Phosphortrichlorid und Methanol wie iiblich in den Dimethyl- 
ester tibergefiihrt. Ausbeute 0,240 g. Aus Eisessig umkrystallisiert schmolz 
der Dimethylester bei 212° (k. Th.); Mischschmelzpunkt mit einem synthe- 
tischen Vergleichspriiparat’) 213° (k. Th.). 


3,884 mg Subst.: 9,270 mg COQ,, 2,200 mg H,0. 
C,.H,,O, (222,1) Ber. C 64,84 H 6,35 Gef. C 65,09 H 6,34. 


) R. Kuhn u. Ch. Grundmann, a. a. O. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. 
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11. Wegen der bedeutenden Giftigkeit des Crotonsiure- 
amids konnten wir nur geringe Mengen fiittern. Es gelang uns 
nicht, aus dem Harn Oxydationsprodukte in reiner Form zu iso. 
lieren. Die bei der Aufarbeitung des Harns spurenweise anfallenden 
krystallinischen Abbauprodukte geniigten nicht fiir eine genaue 
Untersuchung. 


12. 21g Crotonsiure-anilid gaben nach dem Verfiittern 
3,2 g (14°/, d. Th.) schmelzpunktreines N-Crotonyl-p-amino- 
phenol. Der beim Eindampfen des alkalischen, stark dunkel ge. 
fiirbten Harns ausfallende Niederschlag wurde abzentrifugiert und 
nach dem Trocknen aus Aceton umkrystallisiert. Entfiirbt man 
die acetonische Lésung mit Tierkohle, so krystallisiert daraus der 
neue Koérper in derben, schneeweiben Prismen, die sich in Aceton, 
Alkohol, heiBem Wasser, kochendem Kssigester, Eisessig, Methyl- 
ithyl-keton und in Pyridin lésen und die in Ather, Petrolither, 
Chloroform und Benzol unléslich sind. Aus den Aceton-Mutter- 
laugen gewannen wir nach dem Kinengen auBerdem 150 mg reinen 
Harnstoff. 1000 Teile Wasser lésen bei 20° 400 mg N-Crotony!- 
p-aminophenol, welches bei 189,5—190,5° (k. Th.) schmilzt. Das 
N-Crotonyl-p-aminophenol gibt in verdiinntem Methanol gelist, 
eine schéne griine Kisentrichloridreaktion. Mischschmelzpunkt mit 
dem synthetischen Praparat 189,5—190,5°. 


1,690 mg Subst. in 20 ccm Eisessig mit 10,3 mg Palladiumoxydul nach 
3 Minuten Endwert. 


4,207, 3,890 mg Subst.: 10,435, 9,65 mg CO,, 2,37, 2,225 mg H,0O. 


C,H,,0,N (177,1) Ber. [ 1,00 C 67,76 H 6,27 
Gef. §— 1,06 ,, 67,61, 67,65  ,, 6,30, 6,40. 


Zur Uberfiihrung in das N-Butyryl-p-aminophenol wurden 800 mg 
N-Crotonyl-p-aminophenol in 70 cem Essigester und 20 cem Alkohol 
gelést, mit 500 mg Palladiumoxydul’) versetzt und bis zum Stillstand 
der Wasserstoffaufnahme hydriert. Nach dem Abfiltrieren des Palladiums 
dampften wir das Liésungsmittel im Vakuum ab und krystallisierten den 
Riickstand aus Aceton um. FeCl,-Reaktion in wibrigem Methanol griin. Das 
N-Butyryl-p-aminophenol krystallisierte aus Aceton in regelmiBigen, 6 eckigen, 
glasklaren Plittchen, aus Wasser in dichtgefiederten Nadeln. Schmelzp. 138 
bis 139° (k. Th.), Mischschmelzpunkt mit dem synthetischen Priparat 135 
bis 139° (k. Th.). Die Substanz ist leicht léslich in Aceton, Essigester, heiBem 
Wasser und Methanol, léslich in Ather, unldslich in Petroliither. 





1) R. L. Shriner u. R. Adams, J. Amer. Chem. Soc. 46, 1683 (1924). 
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8,915, 4,004 mg Subst.: 9,61, 9,86 mg CO,, 2,525, 2,58 mg H,0O. 
C,,H,;0,N (179,1) Ber. C 67,00 H 7,32 
Gef. ,, 66,94, 67,16  ,, 7,21, 7,21. 


13. 18 g §,8-Dimethyl-acrylsiure-amid (III) lieferten 10,1 g 
(43°/, d. Th.) Mesacon-e-amidsiure, die bereits von R. Anschiitz') 
beschrieben wurde. Sie ist léslich in heiBem Wasser, in heiBem Alkohol, 
unléslich in kaltem Wasser und Ather. Aus heiBem Wasser krystallisiert 
die Mesacon-e-amidsiure in farblosen, derben Krystallen, die bei 223° 
(k. Th.) schmelzen. R. Anschiitz gibt 222° an. 


4,137 mg Subst.: 7,100 mg CO,, 2,065 mg H,O. — 5,750, 5,458 mg 
Subst.: 4,42, 4,17 cem n/100-NaOH. — 4,140 mg Subst.: 0,386 ccm N (21°, 
751 mm). 


C.H,O,N (129) Ber. Aquiv.-Gew. 129 C 46,51 H 5,42 N 10,85 
Gef. . 130, 130 ,, 46,80 ,, 5,59 ,, 10,70. 


14. Nach dem Fiittern von 13 g 5-Methyl-brenzschleimsiure- 
amid (VI) isolierten wir 5,1 g (32°/, d. Th.) Furan-dicarbon-(2,5)- 
amidsiure-(2). Diese Substanz ist von I. Phelps und W. Hale?) be- 
schrieben worden, vom Schmelzp. 280—281° (korr.). Sie ist léslich in 
heiBem Wasser, unldslich in Alkohol und schwer léslich in Eisessig. Wir 
isolierten die Furan-dicarbon-(2,5)-amidsiure-(2) als dimorphen Ko6rper, der 
aus Kisessig in prachtvollen, langen, seidenglinzenden Nadeln krystallisiert 
und aus Wasser in Form von gedrungenen Prismen und in Form von 
langen, feinen Nadeln abgeschieden wird. Das Krystallisationsbestreben 
der Prismen ist gréBer, als das der Nadeln. Trennung durch fraktionierte 
Krystallisation. Schmelzpunkt der Prismen 283° (k. Th.). 


4,125 mg Subst.: 7,025 mg CO,, 1,195 mg H,O. — 7,002, 8,549 mg 
Subst.: 4,50, 5,57 cem n/100-NaOH. — 4,535 mg Subst.: 0,359 cem N (23°, 
751 mm). 

Cs;H,O,N (155) Ber. Aquiv.-Gew. 155 C: 46,45 H 3,22 N 9,03 
Gef. - 155, 154 ,, 46,45 ,, 3,24 ,, 9,02. 


Schmelzpunkt der Nadeln 284° (k. Th.). 


4,546 mg Subst.: 7,755 mg CO,, 1,38 mg H,O. — 6,861 mg Subst.: 
4,54 cem n/100-NaOH. — 4,894 mg Subst.: 0,386 cem N (22°, 748 mm). 


Gef. Aquiv.-Gew. 151 C 46,52 H 3,40 N 8,98. 


Verseifung der Furan-dicarbon-(2,5)-amidsaure-(2). 540 mg Amid- 
siure (VIT) wurden mit 15 eem 80°/,iger alkoholischer Kalilauge ver- 
setzt und 60 Minuten am Dampfbad erhitzt; das sich im Laufe der Ver- 
seifung ausscheidende Dikaliumsalz wurde in Wasser gelést, hierauf vom 
Alkohol abgedampft, der Riickstand mit 2n-Salzsiiure angesiiuert und die 
sich ausscheidenden farblosen Krystalle abfiltriert. Die Furan-dicarbon- 


) Liebigs Ann. 353, 175 (1907). 
*) Amer. chem. J. 25, 453 (1901); Chem. Z. 1901, 1, 272. 
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siure-(2,5) wurde scharf getrocknet und in einen Uberschu8 von Methano| 
eingetragen, der bei —10° mit trockenem Salzsiuregas gesittigt worden 
war. Nach 60 Minuten Erhitzen unter RiickfluB wurde am Dampfbad ein. 
geengt, hierauf kalt gestellt, wobei sich ein Krystallbrei abschied, der ab- 
filtriert und aus Wasser umkrystallisiert wurde. Schmelzpunkt des Furan- 
dicarbonsdure-(2,5)-dimethylester 109° (k. Th.). Vgl. dazu P. Yoder 
und B. Tollens'), sowie I. Phelps und W. Hale’). 


15. 20g #-(Methyl-furyl]-(2)]-acrylsiure-amid lieferten 20,1 ¢ 
(83°/, d. Th.) Furyl-acrylamid-(2)-carbonsidiure-(5) Rohprodukt, bzw. 
15,4 g (64°/, d. Th.) reines Produkt. Die neue Substanz (IX) krystallisiert 
aus Wasser in farblosen Prismen mit schénen Zwillingsbildungen, oder 
beim langsamen Ausfallen in langen haarférmigen Nadeln. Schmelzp. 280! 
(k. Th.) unter Zersetzung. Léslich in viel heiBem Wasser, in heiBem Me- 
thanol, in Alkohol, schwer léslich in Essigester, unléslich in Ather. 


4,208, 4,053 mg Subst.: 8,240, 7,945 mg CO,, 1,505, 1,445 mg H,O. — 
7,391, 7,297 mg Subst.: 4,14, 4,04 ccm n/100 NaOH. — 4,364, 4,141 mg 
Subst.: 0,293 (21°, 761 mm), 0,272 (20°, 756 mm) cem N. 


O,H,0,N (181) 


Ber. Aquiv.-Gew. 181 C 53,03 H 3,86 N 1,73 
Gef. ‘ 178, 180 ,, 53,40, 53,46 ,, 4,00, 3,99 _,, 7,88, 7,61. 
IV. Synthesen. 


1. N-Crotonyl-p-aminophenol. 10,4 g frisch destilliertes Croton- 
siiurechlorid wurden mit 100 cem trockenem Ather aufgenommen und bei 
Zimmertemperatur mit einer dtherischen Lésung von 21,8 g p-Aminophenol 
unter gutem Schiitteln versetzt. Nach wenigen Minuten war kein Siiure- 
chlorid mehr zu riechen. Wir lieBen das Reaktionsgemisch noch 2 Stunden 
stehen, filtrierten hierauf den ausgefallenen Niederschlag ab und lésten 
auf der Nutsche das p-Aminophenolchlorhydrat mit sehr verdiinnter Salz- 
siure heraus. Das Rohprodukt war bereits sehr rein. Ausbeute 17,6 ¢g 
(99,4°/, d. Th.) Nach dem Umkrystallisieren aus Wasser schmolz das 
N-Crotonyl-p-aminophenol bei 189—190° (k. Th.). Léslichkeit und Krystall- 
form ygl. S. 20. : 


4,033 mg Subst.: 10,01 mg CO,, 2,20 mg H,0O. 
C,,H,,0.N (177,1) Ber. C 67,76 H 6,27  Gef. C 67,69 H 6,10. 


2. N-Butyryl-p-aminophkenol. 17,6 g Buttersiure wurden mit 
50 cem trockenem Benzol und 24 g frisch destilliertem Thionylchlorid 
versetzt und am Dampfbad unterm Riickflubkiihler bis zum Aufhéren der 
Salzsiiure-entwicklung erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde hierauf mit 
einem Fraktionieraufsatz destilliert, wobei wir 5,0 g nicht umgesetzte Butter 
siure zuriickgewannen. Ausbeute 10,5 g (59,3°/, d. Th.), Siedep.;5, 100 
bis 101°. 


1) Ber. chem. Ges. 34, 3453 (1902). 
*) Amer. chem. J. 28, 452 (1901). 
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Zu einer itherischen Lésung von 16,5 g p-Aminophenol figten 
wir 9,0g Buttersiurechlorid hinzu, schiittelten gut durch und filtrierten 
das Reaktionsprodukt nach 2stiindigem Stehen ab. Das Chlorhydrat der 
Base wurde durch Behandlung des Niederschlages mit Wasser in Lésung 
gebracht. Ausbeute an N-Crotonyl-p-aminophenol 9,3 g (67°/, d. Th.). Der 
Riickstand wurde in Aceton gelist, mit Tierkohle erhitzt, filtriert, das 
Lisungsmittel abgedampft und hierauf aus Wasser umkrystallisiert, wobei 
wir schén gefiederte Nadeln erhielten. Schmelzp. 139—140° (k. Th.). 


4,114 mg Subst.: 10,11 mg CO,, 2,66 mg H,0O. 
C,oH,g0.N (179,1) Ber. C 67,00 H 7,32 Gef. C 67,02 H 7,23. 


Berichtigung: In dieser Z. 242 (1936) ist auf S. 183 und 184 durch- 
weg zu lesen: 


nicht Siedep.,, sondern Siedep.,, nicht Siedep.,, sondern Siedep., 
»  Siedep.,, ~ Siedep., 5»  Siedep.,, ‘“ Siedep., 


Auf §. 184, Zeile 4 ist -hexyl- zu streichen. 
Auf §. 184, Zeile 9 ist -hexyl- durch -nonyl- zu ersetzen. 
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Die gleichzeitige Spaltung mehrerer Substrate. Ein Beitrag 
zum Problem der ,,/-d-Galaktosidase** des Si8mandel-emulsins. 
Von 


B. Helferich und W. Géller. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitit Leipzig.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. April 1937.) 


DaB Mandel-emulsin nicht nur §-d-Glucoside, sondern auch 
f-d-Galaktoside zu spalten vermag, ist schon lange bekannt?, 
Mit dieser Kenntnis ist sofort das Problem gestellt, ob im Mandel. 
emulsin ein Ferment fiir diese zwei Wirkungen verantwortlich 
zu machen ist, oder ob zwei Fermente dafiir angenommen werden 
miissen. Auf recht verschiedene Weise ist diese Frage in der 
letzten Zeit speziell fiir das SiiBmandel-emulsin gepriift worden. 

Die Reinigung des Fermentpriiparats nach verschiedenen 
Methoden ergab keine Andeutung fiir eine ,,Trennung“ der beiden 
Wirkungen’*). Schadigungsoperationen — Erhitzen‘), Bestrahlen 
mit ultraviolettem Licht®), Zerstérung durch Ozon*) — bringen 
parallel beide Wirkungen zum Absinken. Besonderheiten des 
SiBmandel-emulsins, z. B. die unerwartet schnelle Spaltbarkeit der 
o-Kresol-verbindungen ‘), finden sich sowohl bei der #-d-glucosi- 
datischen wie bei der f-d-galaktosidatischen Wirkung dieses Siib- 
mandel-emulsins vor. Uberhaupt geht der Einflu8 des Aglykons 
auf die Spaltgeschwindigkeit bei beiden Wirkungen weitgehend 
parallel ®), 

In der vorliegenden Arbeit konnte eine neuartige Parallelitit 
festgestellt werden: 

Es wurden zuniichst zwei f-d-Glucoside von ihnlicher 
Spaltbarkeit, also thnlicher Wertigkeit gegeniiber Siifmandel- 
emulsin, Butanol-f-d-glucosid und Phenol-§-d-glucosid, getrennt 
und dann gemeinsam durch das gleiche Fermentpriiparat ge- 
spalten. Als Mittel aus fiinf nach verschiedenen Zeiten gemachteu 
Messungen des Spaltungsgrades wurde die ,,Wertigkeit“ *) gegen- 
iiber den einzelnen Substraten und gegeniiber den gleichen 





Se] 
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Substraten in gleicher Konzentration, aber im Gemisch, er- 
rechnet. 

Dann wurde in einer zweiten Versuchsserie das Phenol- 
s-d-glucosid durch das ihnlich spaltbare m-Kresol-#-d-galaktosid 
ersetzt. Wieder wurde in ganz gleicher Weise die Wertigkeit 
desselben Fermentpriiparats gegeniiber den beiden einzelnen Sub- 
straten und gegeniiber den gleichen Substraten im Gemisch be- 
stimmt. 

Die gefundenen Zahlen ergeben sich aus der folgenden T'abelle. 


Wertigkeit von SiiBmandel-emulsin [6-Glucosidase-Wert 1,21')] gegen 





I. n-Butanol-§-d-glucosid Phenol-f-d-glucosid 
ee 0,26 0,33 
Im Gemisch . . 2. 0,26 7. 020 
Il. | | m-Kresol-§-d-galaktosid 
ee ee 0,24 0,13 
Im Gemisch . ...., 0,24 0,048 








n-Butanol-8-d-glucosid wird in keinem der beiden Fille in 
seiner Spaltbarkeit behindert. 

Phenol-§-d-glucosid wird ebenso wie m-Kresol-f-d-galak- 
tosid bei Anwesenheit von n-Butyl-8-d-glucosid wesentlich lang- 
samer gespalten. Durch ein und denselben Zusatz — n-Butyl- 
§-d-glucosid — wird die Spaltung des (#-d-Glucosids und des 
8-d-Galaktosids im gleichen Sinn und in der gleichen GrdéSen- 
ordnung beeinfluBt. Auch aus diesen Versuchen ist — vorsichtig 
ausgedriickt — kein Grund fiir die Annahme verschiedener Fer- 
mente zur Spaltung von #-d-Glucosiden und #-d-Galaktosiden 
im Sif&mandel-emulsin zu entnehmen. 


Ks bleibt, wie der eine von uns schon mehrfach betont hat, 
durchaus die Méglichkeit bestehen, daB doch zwei verschiedene 
Fermente fiir die beiden oben diskutierten Wirkungen des SiiB- 
mandel-emulsins nachgewiesen werden. Angesichts des schon 
recht reichlichen Materials ist es aber durchaus berechtigt, bis 
zu diesem Nachweis als einfachere Hypothese ein Ferment im 
Sibmandel-emulsin fiir diese beiden Wirkungen anzunehmen, 
zumal die gleichen Untersuchungsmethoden bei demselben Fer- 
mentpriparat auch verschiedene Fermente («-d-Galaktosidase, 
«-d-Mannosidase) nachweisen lieBen. 
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Um MiBverstindnissen vorzubeugen, sei ausdriicklich betont, 
daf diese Hypothese nur fiir das SiiBmandel-emulsin gemacht 
werden soll. Auf welche anderen glykosidatischen Ferment- 
priparate sie ausgedehnt werden kann, ist nur durch das Experi- 
ment zu entscheiden. 

In einer lingeren Ausfiihrung hat kiirzlich!’) E. Hofmann 
das Problem der Carbohydrasen besprochen. Mit ihm sind wir 
durchaus einig darin, daB die Beibringung neuen zuverliissigen 
experimentellen Materials das wichtigste ist. Daher méchten wir 
zunichst auf seine theoretischen Erérterungen nicht eingehen, 


zumal sie, wie uns scheint, das Problem der Klaérung nicht niher 
gebracht haben. Wir glauben aber, daB es auch auf dem Gebiet 
der Fermente nicht nur erlaubt, sondern durchaus niitzlich ist, 
auf Grund einfacher Hypothesen und Theorien Fragen an das 
Experiment zu stellen, auch dann, wenn diese Hypothesen und 
Theorien auf Grund neuer Resultate einmal revidiert und um- 
gewandelt werden miissen. 


Versuche. 


I. a) 1,824 g Phenol-§-d-glucosid -2H,O in 80,0 cem Acetatpuffer 
(etwa m/10) vom py 4,95. 

b) 1,476 g n-Butyl-6-d-glucosid in 80,0 cem Acetatpuffer (etwa m/10) 
vom Py 4,95. 

ec) 1,824 g Phenol-§-d-glucosid -2H,O und 1,476 g n-Butyl-f-d-glucosid 
in 80,0 cem Acetatpuffer (vgl. oben). 

AuBerdem wurden noch Kontrollésungen zur Bestimmung der Reduk- 
tionskraft und Drehung des Ferments allein hergestellt. Die Lésung des 
Ferments — SiBmandel-emulsin vom (-Glucosidase-wert 1,2 — enthielt 
0,00064 g in 1 cem. 

Zu den im Thermostaten auf die Spalttemperatur von 30,0° vor- 
gewirmten drei Glucosidlésungen (a, b und ec) wurden zur Zeit ¢ = 0 je 
40,0 cem der ebenfalls vorgewiirmten Fermentlésung zugegeben. Nach 
jeweils ¢ Minuten wurden je 25ccm dem Spaltgemisch entnommen und 
durch AufflieBenlassen auf etwa 1,6 g festes Kaliumcarbonat die Ferment: 
wirkung abgestoppt. In je 5,0 ccm dieser Lésungen wurde die Reduktions- 
kraft nach Bertrand, ebenso nach Willstitter-Schudel (jodometrisch) 
bestimmt und auBerdem die Drehung im 1 dm-Rohr gemessen. 

Fiir die Lésung der einzelnen Glucoside (a und b) laBt sich aus 
der Anfangsdrehung (—0,99° fiir Phenolglucosid, —0,44° fiir n-Butyl- 
glucosid), der Enddrehung (+0,49) und der nach der Zeit ¢ (Minuten) beob- 
achteten Drehung, der Spaltungsgrad und damit die ,,Wertigkeit“ des 
Fermentpriparats gegeniiber dem betreffenden Substrat fiir die gewihlten 
Bedingungen in der iiblichen Weise®*) errechnen. 

Fiir das Gemisch der Glucoside (c) gibt die Reduktionskraft nach 
Bertrand die Gesamtmenge der bei der Spaitung bis zur Zeit ¢ in Freiheit 
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gesetzten Glucose. Fiir diese Glucose kann der Jodverbrauch berechnet 
werden. Der gefundene Jodverbrauch ist héher um den Betrag, den das 
bei der Spaltung in Freiheit gesetzte Phenol bei der Titration verbraucht 
(6 Jod auf 1 Phenol). Damit ist dieses in Freiheit gesetzte Phenol und 
damit der Spaltungsgrad des Phenolglucosids bestimmt. Die Differenz 
ergibt schlieBlich auch den Spaltungsgrad des Butylglucosids. 

In der folgenden Tabelle sind EKigendrehung bzw. Reduktionskraft 
des Ferments schon beriicksichtigt. 





























ecm | cem ]}°/, Spaltg.(Wertigkeit) 
Substrat : Drehung] n/10- | n/10- | _ 
(Min.) KMn0,| Jod n-But.- | Phen.- 
n,} 70 gluc. | glue. 
| 50 | —0,35 10 (0,28) | 
on" ; 100 | —0,28 17 (0,25) | 
ee 150 ~ 0,20 96 (0,27) | 
| 230 | —0,12 34 (0,24) | 
310 | —0,03 44 (0,25) | 
50 | —0,83 11 (0,81) 
sissies ; 100 | —0,65 23 (0,36) 
a 150 ~ 0,58 | 31 (0,33) 
230 | —0,37 42 (0,82) 
310 | —0,21 53 (0,33) 
rs 50 2,14 | 1,78 | 8 (0,22) | 6,5 (0,20) 
ee 100 472 | 3,63 | 19 (0,29) | 13 (0,19) 
Pe , 150 6,64 | 5,52 | 25 (0,26) | 20 (0,20) 
ee 230 958 | 8,04 | 37 (0,27) | 30 (0,21) 
8 8 310 11,88 | 10,11 | 46 (0,27) | 37 (0,20) 








II. Eine gleiche Versuchsreihe wurde in gleicher Weise wie I. durch- 
gefiihrt mit dem Unterschied, da8 an Stelle des Phenol-§-d-glucosids eine 
iquimolekulare Lésung von m-Kresol-f-d-galaktosid trat. (Anfangsdrehung 
im 1dm-Rohr —0,59°; Enddrehung bei vollstindiger Spaltung + 0,76°; 
freies m-Kresol verbraucht auch 6 Jod.) AufSerdem wurden zur Bestimmung 
der Reduktionskraft nur je 3,0 cem verwandt. Riickstand von 1,0 cem 
Fermentlésung 0,00662 g. 

Bei der Auswertung der Versuche, in denen das Gemisch der beiden 
Glykoside gespalten wurde, besteht darin eine Schwierigkeit, da die 
Reduktion nach Bertrand nicht eindeutig die Summe der freien Aldosen 
ergibt. Denn Galaktose reduziert etwas anders als Glucose. In diesem 
Fall wurde so verfahren, da zunichst gerechnet wurde, als ob nur Glucose 
entstanden wire. Daraus ergab sich schon eine 3—4 mal so starke Spaltung 
des Glucosids gegeniiber dem Galaktosid. Es wurden nunmebhr die Reduk- 
tionsversuche nach Bertrand so ausgewertet, als ob nur Galaktose bei 
der Hydrolyse entstanden wire. Zwischen den beiden Extremen — nur 
Glucose bzw. nur Galaktose — muB der richtige Wert liegen. Gewidihblt 
wurde als Unterlage fiir die endgiiltige Rechnung derjenige Wert fiir die 
Summe der freien Aldosen, dessen Abstand vom ,,nur-Glucose-wert“ zum 
Abstand vom ,,nur-Galaktose-wert“ sich verhilt wie 1 zu 4. 
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Die folgende Tabelle gibt die Ubersicht iiber die gefundenen und 


errechneten Werte. 




















ecm 
Drehung}| n/10- 
KMnO, 
—0,25 
— 0,07 
+ 0,06 
+ 0,22 
+0,28 
— 0,44 
—0,27 
— 0,15 
+0,08 
+0,17 
2,10 
4,02 
5,56 
7,84 
8,82 
Literatur. 
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6-d-galaktosid 40 

allein | 70 

85 

‘ 12 

n-Butyl-¢-d-glucosid | 95 
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Liebigs Ann. 514, 228 (1934) u. a. 
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E. Hofmann, Biochem. Z. 285, 429 (1936). 

R. Weidenhagen, Z. d. V. d. deutsch. Zuckerind. 79, 591 (1929). 





1,25 
2,24 
3,19 
4,77 
5,58 


XXVIII. Mitt., J. prakt. Chem. 148, 107 (1937). 
E. Fischer, Ber. chem. Ges. 28, 1155 (1895). 


"lo Spaltg. (Wertigkeit) 
n-But.- | m-Kregol- 
glue. | galaktosid 








20 (0,24) | 
40 (0,27) | 
54 (0,25) 
71 (0,23) | 
77 (0,23) | 
11 (0,13) 
24 (0,14) 
33 (0,13) 
| 50 (0,13) 
| 56 (0,13) 
20 (0,24) | 5 (0,054) 
37 (0,25) 9 (0,049) 
51 (0,24) | 13 (0,047) 
69 (0,22) | 21 (0,044) 
717 (0,23) | 25 (0,044) 
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Die vermutliche oestrogene Wirkung 
eines Cholesterinpraparates. 
Von 
P. Rondoni, V. Carminati und A. Corbellini. 


(Aus der Biologischen Abteilung des Krebsinstituts zu Mailand.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. April 1937.) 


In Erwiderung zu einer Mitteilung von H.E. Voss und Rabald 
(Diese Z. 245, 76 (1937)] war die Absicht ausgesprochen worden, unser 
Cholesterinpriiparat einer Nachpriifung zu unterziehen, um festzustellen, ob 
Cholesterin an und fiir sich oestrogen zu wirken imstande ist. Wir hatten 
nimlich in Gemischen aus Leber und Cholesterin bei 37—53° das Auf- 
treten von oestrogenen Stoffen festzustellen geglaubt; und, zwar mit groBer 
Vorsicht, der Meinung Ausdruck gegeben, daB die oestrogenen Stoffe aus 
Cholesterin unter der Einwirkung des Organmilieus entstanden seien. Eine 
wohl nicht leicht auszuschaltende Méglichkeit, auf die wir auch wiederholt 
hingewiesen haben, besteht darin, daB8 das zugesetzte Cholesterin nur als 
extraktionsbef6rderndes Mittel den in der Leber und Blut schon vorhandenen 
oestrogenen Stoffen gegeniiber wirke. Nun haben die Versuchsprotokolle 
der genannten Forscher eine dritte Modglichkeit diskutierbar gemacht, 
daB das Cholesterin selbst oestrogene Funktion besitze. In der Erwiderung 
wurden einige Griinde angefiihrt, die diese Méglichkeit unwahrscheinlich 
machen; eine experimentelle Nachpriifung war aber dringend nétig, um so 
mehr, als inzwischen einige Angaben von italienischen Forschern uns be- 
kannt wurden, die ebenfalls fiir eine gewisse oestrogene Funktion einiger 
Lipoide und des Cholesterins sprachen. So soll Macchiarullo (Atti Soe. 
ital. ostetricia 1928, 527) bei kastrierten Miiusen mit Cholesterin und Lecithin 
deutlichen oestralen Cyclus erhalten haben; und insbesondere hat Miglia- 
vacca [Z. Zellforschg. 17, 681 (1933)] bei 15 unreifen Maiuseweibchen 6 mal 
durch groBe Gaben von Cholesterin und Lecithin Oestrus erhalten; und 
ebenfalls bei 3 unter 15 kastrierten und in der gleichen Weise behandelten 
Miusen. Die Angaben dieser Verfasser sind aber ziemlich ungenau: so 
unterscheidet Migliavacca die Behandlung mit Cholesterin und diejenige 
mit Lecithin nicht, die Ergebnisse sind sogar einfach auf Lipoide bezogen; 
und die histologische Untersuchung selbst ergiebt eine Ablagerung dieser 
unbestimmten Lipoide im Uterus unter dem Schleimhautepithel. Da auch 
Lecithin ebenso wie Cholesterin nach Migliavacca wirken sollte, wiire 
daraus wohl zu entnehmen, daf keine direkte Umwandlung des eingefiihrten 
Stoffes in Oestrin oder oestrinihnliche Stoffe im Kérper vor sich geht, dab 
eher Umwandlungs- und Abbauprodukte der eigentlichen Lipoide (Lecithin) 
ebenso wie Sterinabkémmlinge oestrogen wirken kénnen; oder dab die ver- 
abreichten Stoffe als unspezifische Reize wirken, die im Kérper selbst die 
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Entstehung von spezifischen Stoffen veranlassen; oder endlich, daB in den 
wenigen positiven Fillen kein echter Oestrus vorlag, sondern blo’ Hyper- 
iimie und Hypersekretion und andere unspezifische Veriinderungen der 
Uterus-Schleimhaut. 

Wir haben bloB mit unserem friiher angewandten Cholesterinpriipara: 
C. Erba (Milano) Versuche an kastrierten Ratten angestellt von gleicher 
Dauer und gleichem Rythmus wie in den vorangehenden Versuchen. xs 
Priparat wurde in 2 Versuchen zu 5°/, im Lésungsmittel (einmal Oliveniil, 
ein anderes Mal Sesam6l) aufgelést oder, besser ausgedriickt, aufgeschwemmt 
(denn eine vollstiindige Lésung findet nicht statt); in einem dritten Versuche 
nur zu 2°/,, um den Einwand auszuschalten, dab zu hohe Mengen vielleicht 
stérend oder giftig wirken kénnten. Es wurden also folgende Versuche 


ausgefiihrt: 

1. 4 Ratten, die vor 75 Tagen kastriert worden waren, erhalten an 
4 nacheinanderfolgenden Tagen je 3, 2, 1 und 0,5 ecm der 5°/, igen Olivenil- 
Cholesterinaufschwemmung subkutan. Die erste Ratte erhielt also 4 x 3 ccm 
der Aufschwemmung = 0,6 g des Priiparates! Keine oestrale Verinderungen 
des Scheidenausstriches bis zum 10. Tage vom Beginn des Versuches ab. 

2. 4 Ratten wie oben behandelt, das Priiparat aber zu 5°/, in Sesamiil 
aufgeschwemmt, die Injektionen nur 2 mal ausgefiihrt, an 2 nachfolgenden 
Tagen. Die Ratten erhielten also 0,30 g (1. Ratte) bis 0,05 (4. Ratte). Beob- 
achtung 8 Tage lang: negativ. 

3. 6 Ratten mit je 1 cem einer 2°/,igen Sesamél-Aufschwemmung des 
Priiparates an 3 nacheinanderfolgenden Tagen injiziert (also im ganzen 
0,06 g¢ pro Tier). Dioestrus bei einer 7tigigen Beobachtung. 

Es sei hervorgehoben, daB alle verabreichten Dosen die sechsfache 
von Voss und Rabald bei Miusen ange*vandte Menge erreichen oder 
iibertreffen. Ubrigens miissen wir die quantitativen Verhiiltnisse unserer 
friiheren Versuche im Auge behalten und diirfen danach wohl das Ergebnis 
als véllig negativ betrachten. Ob eine noch mehr forcierte Behandlung zu 
sehr partiellen positiven bzw. positiv erscheinenden Ergebnissen fiihren 
kann, wie es Migliavacca behauptet, wissen wir nicht; jedenfalls wire 
es ohne direkte Beziehungen zur vorangehenden Arbeit. 

Nach Beendigung der Versuche wurden alle Tiere mit einem guten 
Oestrinpriparat (Unden) behandelt, um zu sehen, ob sie wirklich reaktions- 
fiihig wiiren: 6 Ratten erhielten eine R.E., 8 Ratten 2 R.E. Der Befund 
war bei allen am folgenden Tag schén positiv (zahlreiche Schollen im 
Ausstrich). Wir konnten beobachten, dal selbst eine einzige R.L. einen 
sehr protrahierten Oestrus hervorrief: es wire vielleicht nicht aus- 
geschlossen, daB die Sterinbehandlung einen vorbereitenden oder sensibili- 
sierenden Ejinflu8 ausgeiibt hat. Zusammenfassend diirfen wir behaupten, 
daB unser Cholesterinpriparat an und fiir sich nicht oestrogen wirkt; 
und deshalb die von uns bei den unreinen Cholesteringemischen aus Organen 
hergesteliten beobachteten, und auch von Voss und Rabald bestiitigten, 
oestralen Wirkungen nicht (wenigstens in unserem Falle) auf das Chole- 
sterinpriparat vor jeder Beeinflussung zuriickzufiihren ist. 
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Beitrag zur Kenntnis der $-Oxyglutaminsiure. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Marke. 


Mit 3 Figuren auf Tafel IT. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Martin Luther-Universitit Halle a. S.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1937.) 


Es sind 18 Jahre vergangen, seitdem Dakin?) unter den 
Spaltprodukten aus Casein in einer Ausbeute von etwa 10°/, 
é-Oxyglutaminsiiure entdeckt hat. Er wies sie weiterhin als 
Baustein von Glutenin, Gliadin und Zein?) nach. Die Ausbeuten 
an ihr waren bei diesen Proteinen bedeutend geringer. Der Be- 
stiitigung des Vorkommens von /-Oxyglutaminsiure unter den 
Spaltprodukten von Proteinen — D. B. Jones und C. 0. Johns?) 
geben das Vorkommen von 10°/, dieser Aminosiure im Lact- 
albumin und 2,81°/, im Globulin der Samtbohne an, H. O. Cal- 
very‘) fand 1,36°/, im Eieralbumin, J. M.Gulland und C.J. O. 
R. Morris®) fanden bei der Hydrolyse von Caseinogen 0,33°/, — 
steht die Mitteilung von C. R. Harrington und S.S. Randall®) 
gegeniiber, daB ihnen der Nachweis von #-Oxyglutaminsiure unter 
den Spaltprodukten der Hydrolyse von Casein bei genauer Inne- 
haltung der von Dakin angegebenen Vorschrift nicht gelungen sei. 
Sie kamen zu dieser Nachpriifung, weil sie bei der Synthese der 
genannten Oxyaminosiure zu einer Verbindung gelangt waren, 
deren Eigenschaften sich nicht mit denen deckten, die von Dakin 
fiir die von ihm isolierte Siure angegeben sind. Nun bleibt fiir 
een Vergleich der durch Synthese gewonnenen racemischen 
5-Oxyglutaminsiure mit der durch Hydrolyse aus EKiweiB er- 
haltenen der Kinwand, da8 Kérper mit verschiedener Konfiguration 
verglichen worden sind. Der Umstand, daB die genannte Amino- 
siure zwel asymmetrische Kohlenstoffatome aufweist, bedeutet, daB 
zwei Racemkérper, bestehend aus je zwei optisch-aktiven Ver- 
bindungen, in Frage kommen. 

Leider hat die 2-Oxyglutaminsiure sehr ungiinstige Higen- 
schaften. Sie ist in Wasser spielend léslich und laBt sich deshalb 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. 16 
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von Begleitstoffen schwer trennen. Das ist wohl ein Haupt- 


grund, weshalb ihr Nachweis so schwierig ist. Mehrfach ist ihr 


Vorkommen indirekt erschlossen worden, und zwar durch Uber. 
fiihrung der #-Oxyglutaminsiiure mittels Chloramin T in Apfel- 
siurehalbaldehyd. Dieser wurde in Gestalt des p-Nitropheny]. 
osazons festgestellt. Obwohl die empirische Formel C,,H,,0,\, 
(386,1) richtig angegeben ist, sind die Werte fiir C, H und \ 
unrichtig berechnet (vgl Dakin, a. a. O.). Anstatt der an. 
gegebenen 51,1°/,C, 3,72°/,H und 22,6°/,N muB es_heifen: 
49,73°/, C, 3,65°/, H und 21,76°/, N. Es ist infolge dieses Irr- 
tums mehrfach auf die Anwesenheit des erwahnten Osazons ge- 
schlossen worden, obwohl die erhaltenen Analysenwerte mit den 


richtig berechneten nicht iibereinstimmen”™. 


Wir stellten uns zwei Aufgaben. EKinmal suchten wir nach 
Moglichkeiten eines sicheren Nachweises von #-Oxyglutaminsiure 
unter den Spaltprodukten von Proteinen. Wir benutzten zu 
diesem Zwecke nach dem Verfahren von Harrington und 
Randall [a. a. 0.*)] gewonnene i-f-Oxyglutaminsiure. Es galt, 
Derivate ausfindig zu machen, die durch giinstige Léslichkeits- 
bedingungen und gutes Krystallisationsvermégen ausgezeichnet 
sind. Wir fanden im Carbobenzoxyderivat ein solches. Die 
zweite Aufgabe war, zu versuchen, aus der durch Synthese ge- 
wonnenen i-f-Oxyglutaminsiure optisch-aktive Komponenten ab- 
zutrennen,. Leider waren die in dieser Richtung durchgefiihrten 
Versuche bisher nicht von Erfolg gekrént. Zunichst versuchten 
wir, in Anlehnung an den Befund von O. Warburg’), wonach 
d,]-Leucinester durch Pankreasfermente (Lipase ?) asymmetrisch ver- 
seift wird, i-8-Oxyglutaminsaureester mit Pankreasauszug bzw. Lipase 
asymmetrisch zu spalten. Es zeigte sich jedoch, daB der Ester 
unter den gewahlten Bedingungen schon ohne Fermentzusatz rasch 
symmetrisch verseift wurde. Auch bei Verwendung von Oxy- 
pyrrolidon-carbonsdure-ester gliickte eine asymmetrische Ver- 
seifung vermittels Fermenten nicht. Der Versuch einer Spaltung 
mittels Alkaloiden war bislang auch ohne eindeutigen Erfolg. Wir 


*) Wir erhielten aus synthetischer 6-Oxyglutaminsiiure und ferner aus 
EiweiBhydrolysaten nach erfolgter Oxydation mit Chloramin T gut kry- 
stallisierende und einheitlich aussehende Produkte nach Behandeln mit 
2,4-Dinitrophenylhydrazin. Der Schmelzpunkt lag nach Umkrystallisieren 
aus Nitrobenzol bzw. aus Dioxan bei 297° korr. Es wichen jedoch die 
Werte fiir C, H und N von den berechneten ab. Sie stimmten annihernd 
mit den unrichtig berechneten der Literatur iiberein. 
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erhielten zwar bei Verwendung von Carbobenzoxy-f-oxyglut- 
aminsiure mit Hilfe von Strychnin aus Butylalkohol Krystall- 
abscheidung. Bei dem Versuch einer Fraktionierung derselben 
traten jedoch Stérungen auf*). 

Kin weiterer Weg, der eingeschlagen wurde, um zu optisch- 
aktiver -Oxyglutaminsiure zu gelangen, war der folgende. Es 
wurde das d,l-¢-Bromisocapronylderivat der i-$-Oxyglutamin- 
siure und anschliefend das entsprechende Dipeptid dargestellt. 
Beide sollen zu Fermentversuchen dienen. Infolge Weggangs des 
einen von uns (M.) war die Durchfiihrung der geplanten Ver- 
suche nicht mehr méglich. Sie werden in Kiirze aufgenommen. 
Bei der Darstellung von d,l-Leucyl-i-f-oxyglutaminsiure 
stieBen wir insofern auf Schwierigkeiten, als neben dem freien 
Dipeptid das Ammonsalz entstanden war. Wir trieben das NH, 
mittels Baryts aus. Ferner wurde die Carbobenzoxyverbindung 
dargestellt und daraus durch Hydrierung das freie Dipeptid ge- 
wonnen. Wir studierten ferner die Kigenschaften des Diithyl- 
esters des Dipeptids und machten dabei eine Beobachtung, die 
fir die Trennung der bei der fermentativen Spaltung der d,l-Leu- 
cyl-i-8-oxyglutaminsiure entstehenden Produkte von Wert sein 
kann. Es zeigte sich nimlich, daB der Ester auffallend leicht 
in den entsprechenden Diketopiperazinester iibergeht. 

Von Befunden, die fiir die Gewinnung von #-Oxyglutamin- 
siure aus dem Gemisch vou Spaltprodukten von Eiweibstoffen 
von Wichtigkeit sein kénnen, seien die folgenden mitgeteilt. Wir 
studierten zunichst das Verhalten der genannten Oxyaminosiure 
beim Erwirmen mit Siure, und zwar unter Bedingungen, wie sie 
im allgemeinen bei der Hydrolyse von EiweiBstoffen angewendet 
werden. Inzwischen ist durch die Untersuchungen von Knoop 
und Mitarbeitern’) die leichte Zersetzlichkeit der @-Oxyglutamin- 
siure beim Erhitzen mit Salzsiure 1:1 oder 30°/,iger Schwefel- 
siure im eingeschmolzenen Rohr und ferner beim Kochen mit 
25°/,iger Schwefelsiure unter RiickfluB bekannt gegeben worden. 
Ks fand Ammoniakabspaltung statt. Wir erhoben den gleichen 
Befund. Zum Vergleich haben wir je 1g i-f-Oxyglutamin- 
siure, i-#@-Oxy-a@-aminobuttersiure 8 Stunden lang mit 
25 cem konzentrierter Salzsiure unter RiickfiuB erhitzt. Es zeigte 


*) Wir haben weiterhin den Versuch unternommen, eine Trennung 
herbeizufiihren, solange nur ein asymmetrisches C-Atom vorhanden war — 
z. B. Salzbildung mit optisch-aktiven Siiuren auf der Stufe des «-Amino- 
aceton-di-carbonsiureesters —, jedoch einstweilen ohne Erfolg. 

16* 
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sich, daB die erstere erheblich viel stirker zersetzt wird als die 
letztere (gemessen an der Ammoniakabspaltung). In dhnlichem 
Umfang wie bei der $-Oxy-a-aminobuttersiure wurde auch bei 
f-Oxynorleucin*) und #-Oxyleucin*) Ammoniakbildung beob.- 
achtet**). Wir benutzten die leichte Zersetzlichkeit von Oxy- 
aminosiuren beim Kochen mit Siure, um jene Fraktion von 
Hydrolysaten aus Proteinen ausfindig zu machen, die fiir den 
Versuch einer Isolierung von Oxyaminosiiuren in Betracht kommen. 

Knoop und Mitarbeiter haben die unter Siureeinwirkung aus 
f-Oxyglutaminséure entstehende «-Ketoglutarsaure als 2,4-Di- 
nitrophenylhydrazon isoliert. Wir konnten diese Ketosiiure auch in 
dieser Form nachweisen, jedoch gliickte es vorlaufig nicht, mittels 
2,4-Dinitrophenylhydrazins in jenen Fraktionen aus Hydrolysaten 
von Casein, die in Wasser leicht léslich waren und bei der 
Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure Ammoniak entwickelten, 
das Hydrazon der «-Ketoglutarsiiure eindeutig festzustellen. Bei 
der Fahndung nach Méglichkeiten, £-Oxyglutaminsdure aus einem 
Gemisch von Eiweifabbauprodukten zu isolieren, studierten wir 
zunichst die bereits von Knoop und Mitarbeitern (a. a. O.) dar- 
gestellte Benzoyl-i-f-oxyglutaminsiure. Wir erhielten das 
Monobenzoylprodukt. Seine Léslichkeitsverhiltnisse sind nicht 
giinstig. Ferner gewannen wir den Athylester der i-f-Oxy- 
glutaminsiiure in Krystallform. Dabei beobachteten wir, daB er bei 
Lichteinwirkung spontan in Oxypyrrolidon-carbonsiure- 
ithylester iibergeht. Diese Verbindung krystallisiert, wie aus den 
Fig. 1—3 (Taf. II) zu ersehen ist, aus Aceton bzw. Aceton—Ather 
prachtvoll. Es sind bereits Versuche unternommen worden, auf Grund 
dieser Beobachtung aus Hydrolysaten von EiweiBstoffen nach er- 
folgter Veresterung f-Oxyglutaminsiure nachzuweisen. Kin Erfolg 
war diesen bisher jedoch nicht beschieden. Es wird notwendig 
sein, zunichst nach dem Verfahren von Dakin Krystallfraktionen 
zu gewinnen, die die genannte Oxysiiure in méglichst hoher Kon- 
zentration enthalten. 

Wir haben weiterhin durch Einfiihrung des Cbzo-Restes den 
Diithylester der Carbobenz-oxy-f-oxyglutaminsiaure her- 
gestellt. Dieser lat sich im Gegensatz zum 6-Oxyglutaminsiureester 
im Hochvakuum unverindert destillieren. Zum Vergleich gewannen 


*) Uber die Synthese dieser beiden Oxyaminosduren und ihre Eigen- 
schaften wird demniichst berichtet. Emil Abderhalden. 

**) 8-Oxyglutaminsiure lieferte 24°/, des Gesamt-N als Ammoniak, 
6-Oxy-o-aminobuttersiiure 7,8°/,. 
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wir das entsprechende Derivat des Glutaminsiure-diithyl- 
esters, und zwar zum Zwecke der Priifung der Méglichkeit einer 
rennung der beiden erwdhnten Ester. Bei dieser Gelegenheit 
stellten wir fest, daB sich die Carbobenzoxygruppe sehr leicht ab- 
spalten 1aBt, wenn man die Carbobenzoxyverbindung mit Alkohol 
und Salzsiiure zu verestern versucht. Wir priiften diese Reaktion 
an einem weiteren Beispiel, und zwar am Carbobenzoxyglykokoll. 
Auch hier kam es zur Bildung des Esterhydrochlorids der freien 
Aminosaure. 
Experimenteller Teil. 


1. Bemerkungen zur Darstellung der /-Oxyglutaminsaure. 


Sie erfolgte im wesentlichen nach den Angaben von C. H. Harrington 
und Randall (a.a.0O.). Nur in folgenden Punkten erwies sich eine Ab- 
inderung als vorteilhaft: 

1. Die Darstellung der Acetondicarbonsiure aus entwiisserter Citronen- 
siure wurde nach der Angabe von Pechmann [Liebigs Ann. 261, 156 
(1871)] mit einer konzentrierten Schwefelsiure mit nur 6°/, SO,-Gehalt 
durchgefiihrt (statt 10°/,). 

2. Die Veresterung der Acetondicarbonsiiure wurde bei Zimmertempe- 
ratur vorgenommen und auf diese Weise die Entstehung gréferer Mengen 
von Acetessigester als Nebenprodukt vermieden. 

3. Die Hydrierung der 2. Stufe — Ketogruppe zur sekundiiren Alkohol- 
gruppe — wurde in salzsaurer Liésung durchgefiihrt (im Gegensatz zu 
Harrington, der in neutraler wiBriger Lésung arbeitete). Hierdurch lieB 
sich die Wasserstoffaufnahme beschleunigen und gleichzeitig die Entstehung 
von Kondensationsprodukten (Pyrazin-Derivaten) vermeiden*). 

4, Die nachfolgende Verseifung lieB sich unter milderen Bedingungen 
mit besserer Ausbeute durchfiihren. Es geniigt 1stiindiges Kochen mit etwa 
2n-HCl. Lingeres Kochen mit stiirkerer Salzsiiure fiihrt zu erheblicher 
Ammoniakabspaltung. 


2. Derivate der /-Oxyglutaminsiure und Umwandlungsprodukte. 


Darstellung des freien ¢-Oxyglutaminsaure-diathyl-esters. 2 ¢ 
°-Oxyglutaminsiiure-ester-hydrochlorid wurden in absolutem Athanol gelost 
und die kalte Lésung unter Umschiitteln mit der berechneten Menge einer 
titrierten Na-Athylat-Liésung (etwa 0,5 n) versetzt. 


*) Nach AbschluB der Hydrierung der 1. Stufe zur a-Amino-f-keto- 
siure schied sich bei lingerem Stehen in wiBriger Lésung ein in zuniichst 
noch stark kanariengelb gefirbten Nadeln krystallisierendes Produkt ab. Es 
wurde aus 40°/,iger Essigsiure farblos erhalten. Schmelzp. 123°. Mol.-Gew. 
nach Rast 400. 

3,340 mg Subst.: 6,685 mg CO,, 1,990 mg H,O. — 45 mg Subst. verbr. 
1,8 cem n/10-H,SO,. 

Fiir C,,H,,O,N~ Ber. C 54,24 H 6,58 N 7,03 
Gef. ,, 54,55 ,, 6,67 ,, 6,27. 


















939, Emil Abderhalden und Hans Murke, 


_ 


Nach dem Stehen iiber Nacht im Eisschrank wurde vom ausgeschiedenen 
NaCl vorsichtig dekantiert und die Lésung unter vermindertem Druck bej 
35° zur Trockene gebracht. Im P,O;-Exsiccator bei 37° krystallisierte der 
Ester im Kolben aus. Er wurde mit absolutem Ather aufgenommen, die 
iitherische Lésung filtriert und bei Zimmertemperatur unter vermindertem 
Druck eingeengt. Aus der eiskalten Lésung krystallisierte der Ester in 
weifen seidig-verfilzten Nadeln aus. Schmelzp. 62—63°. 


Der Ester, der von Dakin als , nicht unzersetzt destillierbar“ charakteri 
siert ist, ist auBerordentlich leicht léslich in allen gebriuchlicheren orga. 
nischen Lésungemitteln wie Alkohol, Aceton, Essigester, Benzol, Chloroform, 
Umkrystallisieren war bislang nur aus kaltem Ather méglich. Auch in 
Wasser ist er spielend léslich. 


5,116 mg Subst.: 9,230 mg CO,, 3,540 mg H,O. — 73,9 mg Subst: 
3,41 eem n/10-H,SO,. 


Fiir C,H,,0;N (Mol.-Gew. 219,1) Ber. C 49,29 H 7,82 ; 
Ger. , 40320 , 1,4 ~, 6,46. 


Darstellung des Oxy-pyrrolidoncarbonsaure-athylesters. Bein 
Aufbewahren des freien Oxyglutaminsiure-diiithylesters wurde eine spon 
tane Umwandlung beobachtet, die unter Alkoholabspaltung vor sich geht 
und zum Oxy-pyrrolidoncarbonsiure-ithylester fiihrt. Es zeigte sich weiter, 
daB dieser Vorgang beim Aufbewahren im Dunkeln im P,O,-Exsiccator 
nicht stattfindet; fiir die Alkoholabspaltung scheint der EinfluB des Lichts 
entscheidender als derjenige evtl. Luftfeuchtigkeit zu sein. Da der Oxy. 
pyrrolidon-carbonsiure-iithylester auf Grund seiner einen Estergruppe bei 
der fermentativen Esterspaltung eindeutige und iibersichtliche Resultate 
erwarten lieB, wurden gréBere Mengen davon dargestellt. 

24 ¢ Oxyglutaminsiiureester wurden zuniichst 4 Wochen im dunkeln 
P,O;-Exsiceator aufbewahrt, ohne daf die Substanz sich wesentlich ver- 
Snderte: sie war nach dieser Zeit noch ziemlich vollstindig in Ather lis- 
lich; Schmelzpunkt etwa 45°. Nach weiterem (3 Wochen) Stehen in offener 
Schale am Licht war die Substanz unter leichter Gelbfirbung zusammen- 
gesintert. Sie wurde durch Auswaschen mit Ather von unveriindertem 
Oxyglutaminsiiureester befreit und der ungelést zuriickbleibende Oxy- 
pyrrolidoncarbonsiiureester aus Aceton oder Aceton-Ather umkrystallisiert. 
Ausgezeichnetes Krystallisationsvermégen. Leicht léslich in Wasser, 
Alkohol, Aceton; unldslich in Ather. Schmelzp. 115°, Es wurden etwa 
13 g reines Material erhalten. 

4,730 mg Subst.: 8,405 mg CO,, 2,680 mg H,O. — 22,4 mg Subst.: 
1,29 eem n/10-H,SO,. 

Fiir C,H,,0,N (Mol.-Gew. 173,1) Ber. C 48,53 H 6,40 N 8,09 
. Gef. , 4846 ,, 6,34 ,, 8,07. 

Verseifung des Oxy-pyrrolidoncarbonsaure-athylesters. 1, 7 g Oxy 
pyrrolidoncarbonsiure-iithylester wurden mit 15 cem Wasser 7 Stunden 
unter RiickfluB am Baboblech gekocht. Die wibrige Lésung site danach 
kongo-saure Reaktion. Beim Eindampfen unter vermindertem Druck hinter 


blieb ein glasklarer ungefirbter Sirup, der itber P,O, im Vakuum-Exsic- 
eator scharf getrocknet “wurde. Nach dem Aufnehmen in wenig Athano! 
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und Zusatz von einigen cem Essigester wurde eine —— Abschei- 
dung erhalten (0,3 g). Schmelzpunkt unscharf 155—162° Eine N-Bestim- 
mung ergab einen fiir freie Oxy-pyrrolidoncarbonsiure um 1°/, zu hohen 
Wert. Durch erneutes Umkrystallisieren aus Athanol lie® sich eine alkohol- 
unlésliche Beimengung abtrennen. Die danach auskrystallisierende Haupt- 
menge zeigte Schmelzp. 176°. 
4,705 mg Subst.: 7,175 mg CO,, 2,140 mg H,O. — 41,5 mg Subst.: 
2.82 eem n/10-H,SO,. 
Fiir C,H,O,N (Mol.-Gew. 145,07) Ber. C 41,36 H 4,86 N 9,66 
Gef. ,, 41,59 ,, 5,08 ., 9,52. 


N-Monobenzoy!1-f- oxyglutaminsdure. Darstellung mit n-NaOH 
wie iiblich. Sie ist in Ather, desgleichen in siedendem Benzol und Chloroform 
unlislich, dagegen leicht léslich in Wasser, Methyl- und Alhylalkohol 
schon in der Kilte, ebenso in Aceton. In Essigester und Butylalkobol 
tritt beim Erwiirmen Lésung ein, ohne daB jedoch die Verbindung in der 
Kilte wieder auskrystallisiert. 

3,770 mg Subst.: 1,680 mg H,O, 7,478 mg CO,. — 82,0 mg Subst.: 
3,11 cem n/10-H,SOQ,. 

Fiir C,.H,,O,N (Mol.-Gew. 267,1) Ber. C 53,87 H 4,91 N 5,25 
Gef. ,, 54,10 ,, 4,99 ,, 5,31. 


Die Carboxyl-Titration ergab 2COOH-Gruppen: 25,1 mg Subst. 
in 5 cem Pyridin gelést, verbr. 1,85 cem n/10-NaOH, berechnet fiir 
2COOH:1,79 cem. 

Darstellung der Carbobenzoxy- 6-oxyglutaminsaure. 10 ¢g §-Oxy- 
glutaminsiure-hydrochlorid, in 100 cem Wasser gelist, wurden mit 10 g MgO 
versetzt, mit Petroliither iiberschichtet und mit 20 g Benzyl-kohlensiure- 
ester- chlorid, das in 50 cem Petrolither gelést war, innerhalb von 1'/, Stunden 
in Portionen zu 2 cem versetzt und bei Eiskiihlung kriiftig von Hand ge- 
schiittelt und danach noch 2 Stunden bei Zimmertemperatur auf der 
Maschine. Dann wurde mit 5/n-HCl angesiuert und das tiberschiissige 
Siurechlorid mit Petrolither ausgeschiittelt, und anschlieBend mit Ather 
die Carbobenzoxyverbindung. Nach dem Abdampfen des mit Na,SO, ge- 
trockneten Atherauszuges wurde der Riickstand mit Essigester aufgenommen, 
aus dem die Verbindung dann schneewei8 auskrystallisierte. Ausbeute 
11,2. g. Schmelzp. 159°. 

Die Substanz lést sich schon in der Kiilte leicht in Ather, Methyl- 
und Athylalkohol und Aceton; in Butylalkohol erst beim Erwirmen. Aus 
Wasser oder Essigester liBt sich die Verbindung gut umkrystallisieren 
und in gliéinzenden Schuppen erhalten. In Petrolither, Benzol, Chloro- 
form praktisch unléslich. Die Carbobenzoxyverbindung bildet ein aus 
Butylalkohol umkrystallisierbares Strychninsalz. 

3,506 mg Subst.: 1,564 mg H,O, 6,770 mg CO,. — 88,85 mg Subst.: 
2,95 cem n/10-H,SO,. 

iir C,,H,,0,;N (Mol.-Gew. 297,1) Ber. C 52,51 H 5,09 N 4,71 
Gef. ,, 52,66 ,, 4,99 ,, 4,65. 


Versuch der Veresterung der Carbobenzoxy--oxyglutaminsaure. 
Um fiir eine fermentative Ester-Spaltung zwecks Gewinnung der natiir- 
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lichen Oxyglutaminsiure ein Substrat zu gewinnen, dessen Siurekompo- 
nente weniger leicht léslich sein sollte als die freie 6-Oxyglutaminsiure, 
wurde versucht, das N-Cbzo-Substitutionsprodukt der Oxyglutaminsiiure 
in der iiblichen Weise mit Alkohol-HCl zu verestern, Die Veresterung 
vollzog sich jedoch unter Abspaltung der Cbzo-Gruppe. Es entstand 
6-Oxyglutaminsdureester-hydrochlorid. 

5 g Cbzo-oxyglutaminsiiure wurden in 200 ccm abs. Athanol gelist 
und durch Einleiten von HCl bis zur Siittigung verestert. Nach weiteren 
11/, Stunden Kochen auf dem Wasserbad wurde die alkoholische Salzsiiure 
unter vermindertem Druck abdestilliert. Abscheidung weiber, seidiger 
Nadeln. Schmelzp. 171° 3,4 g. 

N-Bestimmung nach dem Trocknen iiber NaOH und P,O, bei 37°: 
46,8 mg verbr. 1,815 cem n/10-H,SO,: 5,48 °/, N. 

Berechnet fiir das Oxyglutaminsiure-esterhydrochlorid: 5,48 °/, N. 

Schmelzpunkt, positive Cl’-Probe und N-Wert beweisen das Vorliegen 
des Ester-hydrochlorids. 

Entsprechender Abspaltungsversuch am Cbzo-glykokoll. Zur 
Priifung der Frage, ob die Abspaltung der Cbzo-Gruppe aus entsprechend 
N-substituierten «-Aminosiuren mit Alkohol-HCl eine allgemeine Reaktion 
sei, wurden 3g aus CHCl, umkrystallisiertes Cbzo-glykokoll (Schmelz- 
punkt 123°) in 50 ccm Athenol mit HCl wie oben verestert. Auch hier 
lieB sich nach Einengen unte: vermindertem Druck und wiederholter Siitti- 
gung mit HCl in der Kiilte Glykokollester-hydrochlorid Schmelzp. 144° 
isolieren (2 g). 

Carbobenzoxy-/-oxyglutaminsaure-diathylester. Da der Versuch 
einer Veresterung der Cbzo-oxyglutaminsiiure mit Alkohol-HCl nicht zum 
Ziel fiihrte (vgl. oben), so wurde die Darstellung durch Kupplung des 
Oxyglutaminsiiure-esters mit Benzylester-kohlensiurechlorid versucht. Alko- 
holische Mutterlaugen des Oxyglutaminsiiure-esterhydrochlorids wurden 
unter vermindertem Druck zur Trockne eingeengt, der Riickstand mit 
Wasser aufgenommen und nach Neutralisation mit NaOH mit 12 cem Cbzo- 
chlorid unter Zusatz von Petroliither in der Kilte gekuppelt. Nach dem 
Ausziehen des iiberschiissigen Siéiurechlorids mit Petrolither aus der mit HC] 
kongo-sauer gemachten Lésung (das Reaktionsprodukt setzt sich beim An- 
siuern als Or am Boden des Scheidetrichters ab), wurde mit Ather extra- 
hiert. Die vereinigten Atherausziige wurden kurz mit verdiinnter Soda- 
lésung gewaschen und mit Na,SO, getrocknet. Hierauf wurde der Ather 
unter vermindertem Druck abdestilliert. Es hinterblieben 12 g eines ziib- 
fliissigen rétlich-gelb gefirbten Ols, das iiber P,O, scharf getrocknet wurde. 
Eine Probe von 6 g wurde darauf der Hochralaus: Destillation im Luft- 
bad unterworfen. Zwischen 215—225° bei 2—3 mm Hg ging ein hellgelbes 
Ol iiber, dessen Analysenzahlen die Bestiindigkeit des vorliegenden N-Cbzo- 
6-oxyglutaminsiiure-diiithylesters beweisen. 

4,202 mg Subst.: 8,937 mg CO,, 2,510 mg H,O. — 127,4 mg Subst.: 
3,6 cem n/10-H,SQ,. 

Fiir C,,H,;0,N (Mol.-Gew. 353,19) Ber. C 57,76 H 6356 N 3,97 
Gef. ,, 58,00 , 668 ,, 4,02. 

N-Cbzo-¢-oxyglutaminsaure-anhydrid. Da sich eine Veresterung 

der §-stiindigen sekundiren Alkoholgruppe in der §-Oxyglutaminsiure durch 
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Umsetzung mit Siiurechloriden in der Kite nicht erreichen lift, wurde 
ein Acetylierungsversuch mit Essigsiureanhydrid bei Wasserbadtemperatur 
unternommen. Die OH-Gruppe wurde jedoch auch unter diesen Bedin- 
gungen nicht gekuppelt; es bildete sich nur das entsprechende Anhydrid 
in analoger Reaktion, wie sie von Bergmann und Zervas’) bei der Cbzo- 
lutaminsdure beobachtet worden ist. 

3 g Cbzo-f-oxyglutaminsiiure wurden 15 Minuten auf dem siedenden 
Wasserbade mit 10 cem Essigsiureanhydrid erhitzt. Die Lésung wurde 
dann unter vermindertem Druck zur Trockne gebracht, der rétlich gefirbte 
sirupdse Riickstand mit Chloroform und etwas absolutem Ather auf- 
genommen, die Lisung an der Saugpumpe eingedunstet (Krystalle) und je 
imal aus Benzol und Chloroform umkrystallisiert. Schmelzp. 132—133°. 0,9 g. 


ar 
@) 


3,555 mg Subst.: 7,290 mg CO,, 1,530 mg H,O. — 54,4 mg Subst.: 
1,975 eem n/10-H,SQ,. 
Fir C,,H,,0,;N (Mol.-Gew. 279,1) Ber. C 55,89 H 4,70 N 5,01 
Gef. ,, 55,93 ,, 4,82 ,, 5,09. 


Darstellung des Carbobenzoxy-glutaminsaure-diathylesters. Zur 
Entscheidung der Frage, ob die Siedepunkte der Carbobenzoxy-ithylester 
der Oxyglutaminsiure und der Glutaminsiure weit genug auseinander 
ligen, um eine Trennung durch fraktionierte Destillation zu erméglichen, 
wurde der obige Ester dargestellt und der Vakuum-Destiliation unter- 
worfen. Dabei ergab sich, dab sich der Siedepunkt nur um etwa 10° 
von dem des entsprechenden Oxyglutaminsiiure-esters unterscheidet. Somit 
erscheint eine Trennung durch fraktionierte Destillation der beiden er- 
wihnten Ester besonders in Anbetracht des in EiweiBhydrolysaten vor- 
liegenden Mengenverhiiltnisses aussichtslos. 

10 g d-Glutaminsiureester-hydrochlorid wurden in 100 ccm Wasser 
gelést, mit 60 cem Petroliither iiberschichtet und nach Zusatz von 7 g MgO 
bei Kiskiihlung portionsweise mit Carbobenzoxychlorid wie iiblich gekuppelt. 
Nach dem Ansiiuern mit HCl schied sich der Cbzo-ester als hellbraun ge- 
fiirbtes schweres Ol am Grunde des Scheidetrichters ab. Er wurde nach 
wiederholtem Ausschiitteln mit Petrolither in Ather aufgenommen, mit 
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, der Ather unter vermindertem 
Druck abdestilliert und das zuriickbleibende Ol bei 5 mm Hg destilliert, 
wobei es bei 215—220° (die gréBte Menge bei 217°) iiberging. Fast farb- 
loses OL. [a 20° = — 10,13°, als Ol ohne Lésungsmittel. Krystallisiert nach 
3 Tagen spontan bei Zimmertemperatur. Nach Verreiben und Waschen 
mit Petroliither Schmelzp. 49°. 


4,520 mg Subst.: 10,040 mg CO,, 2,820 mg H,O. — 119,3 mg Subst.: 

3,90 eem n/10-H,SO,. 
Fiir C,,H,0,N (Mol.-Gew. 337,2) Ber. C 60,50 H 6,87 N 4,15 
Gef. ,, 60,58 , 6,96 ,, 4,11. 


Isolierung des 2,4-Dinitro-phenylhydrazons der beim 
Kochen von 6-Oxyglutaminsiure mit konzentrierter HCl ent- 
standenen e«-Ketoglutarsiure. Ockergelbe, glinzende Fitter, um- 
krystallisiert aus etwa 50°/,iger Essigsiiure. Schmelzp. 214°, in der Trocken- 
pistole bei 100° getrocknet. 
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4,925 mg Subst.: 7,345 mg CO,, 1,380 mg H,O. — 3,101 mg Subst.: 


0,476 com N (26°, 742 mm). 
Fiir C,,H,,O,N, (Mol.-Gew. 326,11) Ber. C 40,48 H 3,09 N 1718 
Gef. ,, 40,67 ,, 3,18 ,, 17,10. 
d,1-«-Bromisocapronyl-f-oxyglutaminsaure. 10 ¢ 6-Oxyglutamin. 
siure-hydrochlorid wurden in 50 cem Wasser gelést und mit 60 cem 2n-NaQH 
versetzt bis zur schwach alkalischen Reaktion. Darauf wurde mit 18 z 
d,l-a-Bromisocapronylbromid, in 50 ccm Petrolither gelést, in 12 Portionen 
unter Kiskiihlung gekuppelt (1'/, Std.). Das iiberschiissige Siurechlorid 
wurde 3mal mit Petrolither ausgeschiittelt und das Kupplungsprodukt 
nach Ansiuern mit HCl bis zur kongo-sauren Reaktion mit Ather 5 mal 
extrahiert. Der Atherauszug wurde mit Natriumsulfat getrocknet, zur 
Trockne eingeengt und der Riickstand in Chloroform aufgenommen. 
Daraus umkrystallisiert: Schmelzp. 158°. Ausbeute an krystallisiertem 

Material: 6,5 g. 


5,361 mg Subst.: 7,660 mg CO,, 2,540 mg H,O. — 43,2 mg Subst.: 
1,25 cem n/10-H,SO,. — 0,547 mg Subst.: 4,730 mg AgBr. 


Fiir C,,H,,O,NBr (Mol.-Gew. 340,06) 
Ber. C 38,82 H5,33 N 4,12 Br 28,50 
Gef. , 38,92 ,, 5,30 ,, 4,05 23,56. 


d,1-Leucyl-f-oxyglutaminsaure (aus d. nicht-kryst. sirup. Bromkérper). 
Der nicht krystallisierende Anteil aus den Mutterlaugen der a-Bron- 
isocapronyl-oxyglutaminsiure wurde durch Versetzen mit iiberschiissigem 
25°/,igem Ammoniak 68 Stunden lang im Brutraum aminiert. Der nach dem 
Abtreiben des Ammoniaks unter vermindertem Druck bei 87° hinterbleibende 
Riickstand wurde nach dem Trocknen iiber P,O, im Vakuum zur Extraktion 
des Ammonchlorids lingere Zeit mit absolutem Alkohol unter RiickfluB ge- 
kocht. Der nach dem Erkalten sich absetzende Niederschlag wurde ab 
filtriert (7,5 g). Beilstein-Probe noch positiv. Zur weiteren Reinigung 
wurde in wenig Wasser gelést und mit Athanol nach und nach gefiillt, 
wobei 3,5 ¢ eines rein weiBen krystallinen Materials gewonnen wurden. 
Schmelzp. 202°. Beilstein-Probe negativ. 

N-Bestimmung: 20,95 g Subst. verbr. 1,69 cem n/10-H,SO,. 

Fiir C,,H,)N,O, (Mol.-Gew. 276,18) Ber. N 10,14 Gef. N 11,27. 


Die Ammoniak-Probe mit Lackmus und n/10-NaOH war positiv, d. 1h. 
ein Teil des Dipeptids lag als Ammonsalz vor. 

In der gleichen Weise wurden 6,5 g des krystallisierten Bromkérpers 
(vgl. oben) aminiert und aufgearbeitet. Ausbeute 4,9 g. 


N-Bestimmung: 21,4 ecm Subst. verbr. 2,04 eem n/10-H,SO,: 
Berechnet fiir das freie Dipeptid (vgl. oben) .... 10,14°/, N, 


- s+ 5, Monoammoniumsalz ......... 14,38 */, 0, 
di Sasesn FEta case bees ew nae si wea KE 18,85°/, N. 


Reinigung des teilweise als Ammonsalz vorliegenden Dipeptids 
mit Baryt. 4g des teilweise als Ammonsalz vorliegenden Dipeptids wurden 
in einem Minimum von Wasser gelést und mit einem UberschuB einer etwa 
n/10-Barytliésung versetzt. Durch die Lisung wurde in einer Gaswasch- 
flasche 68 Stunden lang bei Zimmertemperatur ein Luftstrom gesaugt, der 
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durch 2 Vorlagen mit Schwefelsiiure und Natronlauge von Ammoniak bzw. 
CO, befreit war. Durch Titration einer vorgelegten n/20-H,SO, wurde von 
Zeit zu Zeit gepriift, ob noch Ammoniak abgetrieben wurde. Nach quanti- 
tativem Ausfillen des Baryt mit Schwefelsiure wurde das Filtrat unter 
yermindertem Druck stark eingeengt. Hierbei schied sich eine erste 
krystalline Fraktion aus, die bei 220—222° unter Zers. schmolz und nach 
dem Trocknen iiber P,O; im Vakuum bei 100° folgenden N-Wert ergab. 


4,640 mg Subst.: 8,080 mg CO,, 8,050 mg H,O. — 21,6 mg Subst. 
verbr. 1,545 eem n/10-H,SO,. 
Fiir C,,H,,O,N. (Mol.-Gew. 276,18) Ber. C 47,79 H 7,80 N 10,14 
Gef. ,, 47,49 ,, 7,85 ,, 10,02. 


Das Filtrat wurde voéllig zur Trockne gebracht. Der Riickstand léste 
sich klar in Methanol, aus dem eine zweite Fraktion mit Athanol gefiillt 
werden konnte. 

Eine weitere Menge des mit Ammonsalz verunreinigten Dipeptids 
wurde tiber die Carbobenzoxyverbindung gereinigt. 


Carbobenzoxy-d,l-leucyl-f-oxyglutaminsaure. 1,5 ¢ der teilweise 
als Ammonsalz vorliegenden d,l-Leucyl-oxyglutaminsiure wurden in 30 ccm 
Wasser gelést und nach Zusatz von 1g MgO mit 1,4 g Cbzo-chlorid, in 
Petroliither gelést, unter Kiskiihlung wie iiblich gekuppelt. Nach Ent- 
fernung des tiberschtissigen Siurechlorids mit Petrolither wurde mit 2n-HC! 
angesiiuert, wobei sich das Reaktionsprodukt als helles Ol abschied. Die 

arbobenzoxy verbindung wurde mit Essigester ausgezogen und nach dem 

Kinengen des zuvor mit Natriumsulfat getrockneten Auszuges durch vor- 
sichtiges Anspritzen mit Petrolither (und Zusatz einer Spur Aceton) krystalli- 
siert erhalten. Schmelzp. 170°, 0,5 g. 

4,971 mg Subst.: 10,00 mg CO,, 2,800 mg H,O. — 21,65 mg Subst.: 
2,09 eem n/10-H,SO,. 

Fiir C,yH,,N.0; (Mol.-Gew. 410,22) Ber. C 55,58 H 6,39 N 6,82 
Gef. ,, 55,19 ,, 6,30 ,, 6,76. 


Gewinnung von d,l-Leucyl-s-oxyglutaminsaure aus dem Cbzo- 
Derivat durch Hydrierung. 2,5 g Carbobenzoxy-Dipeptid wurden, in 
Wasser—Methanol gelést, der katalytischen Hydrierung mit Pt-Katalysator 
nach Bergmann unterworfen. Nach 25 Minuten war die CO,-Entwicklung 
beendet. Die Lésung wurde vom Katalysator abfiltriert, unter vermindertem 
Druck bis fast zur Trockne bei 40° eingeengt und bis zur einsetzenden 
Triibung mit heiBem Athanol versetzt. Beim Abkiihlen wurde das freie 
Dipeptid krystallin erhalten. 


19,7 mg Subst. verbr. 1,40 cem n/10-H,SO,. 
Fiir C,,H,)N,O, (Mol.-Gew. 276,18) Ber. N 10,14 Gef. N 9,96. 


d,1-Leucyl-f-oxyglutaminsaure-diathylester und entsprechender 
Diketopiperazin- ester. 0,6 g des Dipeptids wurden in absolutem Athanol 
suspendiert und durch Einleiten von HCl unter Eiskiihlung und Stehen 
iiber Nacht bei 0° verestert. Die Liésung wurde unter vermindertem Druck 
bei 85° unter AusschluB von Feuchtigkeit zur Trockne eingedampft, darauf 
in absolutem Athanol aufgenommen und der Ester mit einer verdiinnten 
Na-Athylatlésung (0,05 g Na in 20 ccm) in der Kiilte in Freiheit gesetzt. 
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Die durch NaCl-Ausscheidung getriibte Lésung wurde wiederum unter ver. 
mindertem Druck bei etwa 40° vollstindig zur Trockne gebracht und iiber 
P.O, getrocknet. Bei der kurz darauf folgenden Behandlung des Riick- 
standes mit absolutem Ather ging der Ester in den Ather, aus dem er 
beim Einengen im Wasserstrahlvakuum ohne Bad (EKiskilte!) krystallin 
erhalten wurde. Schmelzp. 80—82°. 
20,8 mg Subst. verbr. 1,27 cem n/10-H,SO,. 
Fiir C,;H,,N,0, (Mol.-Gew. 332,24) Ber. N 8,43  Gef. N 8,55. 
Nach dem Stehen iiber Nacht schied sich aus dem stark eingedunsteten 
Filtrat eine weitere Krystallfraktion aus, die im Gegensatz zu obigem 
Diithylester in Ather praktisch unléslich war. Schmelzp. 202°. Es lag 
offenbar der durch Alkohol-Austritt entstandene Diketo-piperazinester vor. 
5,182 mg Subst.: 10,235 mg CO,, 3,540 mg H,O. — 18,7 mg Subst. 
verbr. 1,29 cem n/10-H,SO,. 
Fiir C,,H.,.0,N, (Mol.-Gew. 286,2) Ber. C 54,51 H 1,74 N 9,79 
Gef. .,, 54,41 ,, 1,72 ,, 9,66. 


Zusammenfassung. 


Zur Isolierung von #-Oxyglutaminsiure eignet sich infolge 
seiner Schwerléslichkeit und des guten Krystallisierungsvermégens 
das Carbobenzoxyderivat. Im Gegensatz zum freien Oxyglutamin- 
siureester laBt sich seine Carbobenzoxyverbindung unzersetzt im 
Hochvakuum destillieren. Es gliickte, den freien #-Oxyglutamin- 
siure-diithylester in Krystallform zu erhalten. Er geht bei Licht- 
einwirkung spontan in Oxypyrrolidoncarbonsiureester iiber. Dieser 
besitzt ein ausgezeichnetes Krystallisationsvermégen. Bei dem 
Versuch, die Carbobenzoxy-f-oxyglutaminsiiure zu _ verestern, 
kam es zur Abspaltung der Carbobenzoxygruppe. Aus der Carbo- 
benzoxy--oxy-glutaminséure wurde das Séureanhydrid dar- 
gestellt. Es wurde ferner das a-Bromisocapronylderivat der -Oxy- 
glutaminsaiure, daraus das entsprechende Dipeptid und dessen 
Carbobenzoxyderivat gewonnen. Der Leucyl-f-oxyglutaminsiure- 
diathylester geht leicht in den entsprechenden Diketopiperazin- 
ester iiber. 
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Uber die Funktion des Peroxydase-Systems der Pflanzen”). 
Von 
St. Huszak. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1937.) 


Bekannterweise werden verschiedene Pflanzen bzw. Pflanzen- 
teile in zwei groBe Gruppen geteilt, in die der ,,Polyphenoloxydase“- 
und die der ,,Peroxydase“-Pflanzen. Die charakteristische Kigen- 
schaft der ersteren Gruppe ist die braune bis schwarze Verfarbung 
bei physikalischer oder chemischer Beschidigung des Gewebes. 
Diese Verfarbung ist ein Ausdruck der Beschidigung des Oxydations- 
systems!), in dem der von den Nihrstoffen abgespaltene Wasser- 
stoff auf den Sauerstoff durch Vermittlung eines Polyphenols iiber- 
tragen wird. Der Sauerstoff tritt in diesem Atmungssystem primiir 
mit einer ,,Polyphenoloxydase“ in Verbindung und oxydiert ver- 
mittelst dieser ein anwesendes Polyphenol zum Chinon, meistens 
ein o-Chinon, das Guajak auch unmittelbar zu farben vermag’). 
Wird nun das Gewebe beschidigt, so wird nicht nur die Aktivitit 
der Polyphenoloxydase gesteigert*), sondern gleichzeitig wird auch 
die Naihrstoffdehydrogenierung beeintrichtigt. Hierdurch ist auch 
die Reduktion der Chinone erschwert, so daB sie mit Aminosiuren 
oder Proteinen gefarbte melanoide Pigmente bilden. 

Fiir die zweite groBe Gruppe, die der ,,Peroxydase“-Pflanzen, 
ist eben das Ausbleiben einer solchen Verfiairbung charakteristisch. 
Kbenso charakteristisch ist die Anwesenheit einer hochaktiven 
Peroxydase, der sie ihren Namen‘) verdanken. 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 

) W. Palladin, Biochem. Z. 18, 151 (1909); 27, 442 (1910). 

*) A. Szent-Gyérgyi, Biochem. Z. 162, 399 (1925); 181, 425 (1927). 

*) A. Szent-Gydrgyi u. K. Vietorisz, Biochem. Z. 238, 236 (1931). 

*) M. W. Onslow, Biochemie. J. 13, 1 (1919); 14, 535, 541 (1920); 15, 
107, 113 (1921). 
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Beide Systeme sind nicht scharf voneinander getrennt. Wir 
kennen Pflanzen, in denen ein Teil der Gewebe dem einen, andere 
Teile dem anderen System zugehéren. Beide Systeme kénnen auch 
im selben Gewebe nebeneinander vorkommen. Ich halte seller 
sogar Szent-Gyérgyis Auffassung fiir wahrscheinlich®), dag 
ebenso wie das Cytochrom-System auch die beiden genannten 
Systeme in allen pflanzlichen Zellen vorkommen, nur findet man 
in vielen Pflanzen oder Pilanzenteilen, je nach den Lebensbedin- 
gungen, das eine oder andere System stark vorherrschend. 

Wahrend die Zusammensetzung des Polyphenoloxydase-Systems 
ziemlich gut bekannt ist, ist das Peroxydase-System in seiner 
Funktion und Zusammensetzung unbekannt. Es ist der Zweck 
vorliegender Arbeit, zur Kenntnis dieses Systems beizutragen. 

Meine Erfahrungen beziehen sich auf das Verhalten der 
Fruchtsifte und pflanzlichen Gewebsbreie. In diesem Material 
kann das chemische Geschehen mit ziemlich groBer Wahrscheinlich- 
keit beschrieben werden. Wie weit sich diese Resultate aber aui 
intakte Gewebe und die Normalatmung iibertragen lassen, mub 
durch spiitere besondere Arbeiten festgestellt werden. Die Uber- 
tragung der an Breien oder Saften gewonnenen Erfahrung auf 
die normale Funktion ist oft der schwierigste Punkt physiologischer 
Forschung. 

Das eingehendere Studium der Peroxydase-Pilanzen fiilrte 
Szent-Gyérgyi’) zur Entdeckung der Ascorbinséure und wir 
wissen heute, daB die Anwesenheit dieser Substanz in héherer 
Konzentration fiir die Peroxydase-Pflanze ebenso charakteristisch 
ist, wie die Anwesenheit einer Peroxydase selbst, so daB die An- 
nahme nahe liegt, daB diese Substanz einen Bestandteil des Per- 
oxydase-Systems darstellt. Szent-Gyérgyi’) zeigte auch, daB in 
gewissen Pflanzen neben der Ascorbinsiure auch ein spezifisches 
Ferment vorkommt, die ,,Hexoxydase“, die ich entsprechend dem 
neueren Namen des Substrates ,,Ascorbinsiureoxydase“ (AQO,) 
nennen werde. Die Existenz einer solchen AO. wurde vielseitig 
bestitigt [Tauber’), Hopkins®), Srinivasan”), Zilva!), Barron 


5) Schweiz. med. Wschr. 37, 885 (1936). 

6) Biochem. Z. 22, 1387 (1928). ) J. of Biol. Chem. 90, 385 (1931). 

8) J. of Biol. Chem. 111, 211 (1935). 

*) Biochemie. J. 30, 1446 (1936). 

10) Proc. Indian Acad. Sci. 2, 877 (1935); Biochemie. J. 30, 2077 (1936). 

11) Biochemie. J. 28, 663 (1934); 29, 1612 (1935); 30, 1215 (1936); 4], 
438 (1937). 

















Uber die Funktion des Peroxydase-Systems der Pflanzen. 941 


und Mitarb.’”), Kertész und Mitarb.!’), und ihre weite Verbreitung 
in pflanzlichen Geweben ist heute eine bekannte Tatsache. Wir 
kjnnen also ebenfalls mit groBer Wabhrscheinlichkeit annehmen, 
daB auch dieses Enzym einen integrierenden Bestandteil des 
Peroxydase-Systems bildet. Srinivasans?*) Versuche erbringen 
den Beweis, daB die AO. nicht mit der Peroxydase identisch ist 
und ein selbstiindiges Ferment darstellt. Meine Versuche geben 
Beweise in derselben Richtung. 

Auf Grund dieser Arbeiten kann nuu angenommen werden, 
daB der Sauerstoff im ,,Peroxydase-System“ primir mit der 
Ascorbinséureoxydase in Verbindung tritt und die Ascorbinsiure, 
wie Szent-Gyérgyi zeigte, reversibel zu Dehydroascorbinsiure 
oxydiert. 

Mein niichstes Problem war nun festzustellen, ob bei dieser 
Oxydation auch H,O, entsteht, da doch ohne Anwesenheit von 
Peroxyd auch das Bestehen einer Peroxydase schwerlich zu ver- 
stehen ist. Der Nachweis von Peroxyd ist unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen mit groBen Schwierigkeiten verbunden, da 
vorhandene iiberschiissige Ascorbinsiiure die Oxyde, die unter 
Kinwirkung der Peroxyde entstehen und zum Nachweis letzterer 
dienen, wieder reduziert. Dies geschieht solange, wie iiberhaupt 
noch Ascorbinsiure vorhanden ist. Ist aber diese Substanz ver- 
braucht, so steht auch die weitere Oxydation und Peroxydbildung 
still. Es konnte also erwartet werden, daB die Bildung des Per- 
oxydes eben nur in dem Augenblicke nachgewiesen werden kann, in 
dem die letzten anwesenden Ascorbinsiuremengen oxydiert werden. 

Die Versuche zeigen, daf unter diesen Umstiinden die Bildung 
von Peroxyd tatsiichlich nachgewiesen werden kann. Es darf also 
angenommen werden, daB bei der Oxydation der Ascorbinsiure 
durch AQ. eine aquivalente Menge von H,O, gebildet wird. 

Ks ist von vornherein zu erwarten, daB dieses Peroxyd im 
Fruchtsafte mit der Peroxydase reagiert und mit dieser weitere 
Substanzen oxydiert. Zum Studium dieser Reaktion konnte natiirlich 
einfach H,O, zugesetzt und seine Wirkung verfolgt werden. Nun 
zeigte bereits Szent-Gyérgyi?), daB das zu Siiften von Peroxydase- 
Pilanzen zugesetzte Peroxyd mit groBer Geschwindigkeit zur Oxy- 
dation anwesender Ascorbinsiure verbraucht wird. Er zeigte auch, 


") Barron, Barron u. Klemperer, J. of Biol. Chem. 116, 563 (1936). 
'*) Kertész, Dearborn u. Mack, J. of Biol. Chem. 116, 711 (1936). 
) Curr. Sci. 4, 407 (1935). 

5) Biochemie. J. 22, 1387 (1928). 
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ed 


da8 gereinigte Peroxydase die Ascorbinsiure nicht, oder nur sehr 


langsam oxydiert. Es muBte also im Fruchtsafte die Reaktioy 
zwischen Peroxydase und Ascorbinsiiure durch eine weitere Sub. 
stanz vermittelt werden. Bei der Isolierung dieser Substanz wurde 
Szent-Gyérgyi}*) zu den Flavonen geleitet. Aus diesem Grunde 
untersuchte ich also die Flavone auf ihre Fahigkeit, die Reaktion 
zwischen Peroxydase und Ascorbinsiure zu vermitteln. 

Meine Versuche zeigen, daf die Phenyl-benzo-y-pyran-Farb- 
stoffe (Flavone bzw. Flavonole und Flavanone) tatsiichlich die 
Reaktion zu vermitteln vermégen, soweit sie zwei benachbarte 
freie OH-Gruppen im Phenolring tragen. Sowohl die Glykoside 
wie die Aglykone sind hierbei wirksam. Diese Funktion kann 
insoweit spezifisch genannt werden, da diese Farbstoffe als Kata- 
lysatoren der Reaktion etwa 100mal aktiver sind als das ent- 
sprechende Polyphenol. 

Der Gang der Reaktion ist offenbar der, daB der Farbstofi 
durch das an der Peroxydase aktivierte Peroxyd zum entsprechenden 
Chinoid oxydiert wird, welch letzteres die Ascorbinsiure zur De- 
hydroascorbinsaure oxydiert, wihrend es selber wieder zum Phenol 
reduziert wird. Die Reaktion kann demonstriert werden, indem 
man Peroxyd und Peroxydase auf die reinen Pyrane einwirken 
laBt. Die Verfarbung zeigt die Oxydation des Farbstoffes an. Lift 
man eine irreversible Umsetzung dieser Chinone zeitlich nicht zu, 
so kénnen diese durch Ascorbinsiure glatt reduziert werden. 

Auch Polyphenoloxydasen kénnen die genannten Farbstofie 
in abnlicher Weise oxydieren. Es ist wahrscheinlich, daB ein Teil 
der braunen, roten oder violetten Farben, die man in vielen 
Pflanzenteilen, in der Epidermis, entlang der Adern usw. in der 
Natur beobachtet, sich auf eine derartige Oxydation der Benzo- 
pyran-Farbstoffe zuriickfiihren libt. 

Meine Erfahrungen fasse ich also dahin zusammen: im Saite 
der Peroxydase-Pflanzen reagiert der Sauerstoff mit der AO., er 
oxydiert ein Molekiil von Ascorbinsiure unter gleichzeitiger Bil- 
dung von einem Molekiil Peroxyd reversibel. Das Peroxyd oxy- 
diert nun unter Vermittlung der Peroxydase einen Benzopyran- 
Farbstoff, welch letzterer wieder ein weiteres Molekiil Ascorbin- 
sdure reversibel oxydiert. Hierdurch werden nun alle vier Valenzen 
des Sauerstoffmolekiils zur Oxydation der Ascorbinsiure nutzbar 
gemacht, welch letztere nun wieder durch die Dehydrasen bzw. 


16) Unpubliziert. 
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. ihren Wasserstoff, event. unter Vermittlung von SH-Gruppen 
“" (Hopkins")] reduziert werden kann. . 
“" Die Flavone, besonders die Aglykone, kénnen ihre katalytische 
sie Funktion schon in minimaler Konzentration entfalten. Die Kata- 
ion lase stért die Reaktion nicht, da die Reaktion iiber Peroxydase- 
Flavon viel rascher verliuft als die Kntladung des H,O, durch 
“h. Katalase. ; 
lie Experimenteller Teil. 
rte Ascorbinsaure-oxydase. Als Material diente das aus frischen Au- 
4 | gurken*) (Cucumis stivus) hergestellte Ferment. Die Frucht wurde ge- 
: | schiilt, gemahlen, durch Muselin ausgepreBt. Der auf der Zentrifuge ge- 
On @ klirte Saft wurde mit gleichem Vol. Aceton gefiillt und sogleich zentrifugiert. 
a Das Priizipitat wurde im urspriinglichem Vol. Wasser geldést, zentrifugiert, 
it- ' nochmals gefillt, und dann am Biichner filtriert. Das Priizipitat wurde ge- 
trocknet und im Vakuum bei 0° aufbewahrt. Das Priiparat, ein grau- 
. [Ee weibes Pulver, behiilit lingere Zeit seine Aktivitit. Die Manipulationen 
an | miissen, mit Riicksicht auf die inaktivierende Wirkung des Acetons, mig- 
on _ lichst rasch ausgefiihrt werden. | 
“ § Das Priparat zeigt quantitativ dieselbe oxydierende Wirkung 
ol | Ascorbinsiiure gegeniiber wie der Fruchtsaft. Die Aktivitiit der 
i Katalase im Priparate ist um etwa 40°/, héher als im urspriing- 
1 ® lichen Safte. AuBerdem enthilt das Praparat Peroxydase. 
“ : Methoden. Die Sauerstoffaufnahme des Fermentes wurde im Warburg- 
u, | Respirometer bei 37° gemessen. Das Ferment wurde mit wenig m/15 
Dy 9,9 Phosphat verrieben, dann in derselben Fliissigkeit gelést. Die Ascorbin- 
fe siureldsung wurde mit Phosphat auf dasselbe p,;,; gebracht. Gewdéhnlich 
i] | enthielt der Respirometer 4 ml Fliissigkeit, darin 1: 1000 Ferment, m/100- 
" _ Ascorbinsiiure. In 20 Minuten ist diese Menge der Siiure gewéhnlich voll- 
‘ stindig oxydiert. 
: Resistenz und Reaktionstypus der AO. m/1000-Hydroxylamin 
oder Phenylhydrazin inaktivieren die anwesende Peroxydase und 
" Katalase vollkommen, ohne die AO. zu inaktivieren. Beim Stehen 
. der Lésungen geht zuerst die AO. zugrunde, wihrend die beiden 


anderen Fermente lingere Zeit erhalten bleiben. Starker Alkohol, 
Aceton sowie auch Ather vernichten die AO. in kurzer Zeit. In 
dieser Weise kann also AO.-freie Peroxydase oder Peroxydase- 
ireie AO, hergestellt werden. Bei 70° verliert das Ferment 
seine Aktivitiit in 5 Minuten. m/10000-Cyan hemmt noch 50°/,. 


") Biochemie. J. 30, 1446 (1936). 

*) Beim Stehen vermindert sich der Fermentgehalt der Frucht, die 
ohne Verlust an AO. in gefrorenem Zustande aufbewahrt werden kann. 
Wechselnde Mengen von AO. wurden noch gefunden in Cucurbita pepo, 
Beta vulg. var. crassa, Beta vulg. var. Rapa. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXLVII. 17 
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Dialyse von 24 Stunden vermindert die Aktivitit der AO. nicht, 
H,O, hat selbst in Konzentrationen von m/10000 einen starken 
hemmenden und destruierenden EinfluB auf AO. Im Fruchtsafte 
wird das Ferment durch die Katalase und besonders durch die 
Peroxydase, die das Peroxyd verbraucht, von H,O, geschiitzt, 
Wie Szent-Gyérgyi, Tauber, Hopkins und Srinivasan auch 
finden, ist die Geschwindigkeit der Ascorbinsiureoxydation weit- 
gehend von der Substratkonzentration unabhingig. Die Reaktion 
gehért also dem O-Typus zu. Meine Versuche sprechen gegen 
die Annahme Szent-Gyérgyis, dab an der Wirkung der AQ), 
noch eine geléste Substanz beteiligt sei. 

Peroxydbildung. Zum Nachweis des Peroxydes bediente ich 
mich der Cerium Abfangmethode Wielands?§) und seiner Mit- 
arbeiter. Bei dieser Methode wird in Gegenwart von H,O, aus 
Cerium (IIl)-Hydroxyd, Cerium ([V)-Peroxyd, eine ziegelrote un- 
lésliche Substanz, die zum qualitativen oder quantitativen Nacl- 
wels des Peroxydes dienen kann. Da Ascorbinsiiure diese Nub- 
stanz glatt wieder zum Cerium(I[|I)-Hydroxyd reduziert, konnten 
nur die letzten Mengen des unmittelbar vor dem vollstindigen 
Verbrauch der Ascorbinsiiure gebildeten Peroxydes nachgewiesen 
werden. 

Das Reaktionsgemisch enthielt m/20-Boratputier von p,, 8 
m/500-Ceriumsulfat, mit Borat auf p,, 8 gebracht, und m/100- 
Ascorbinsiure, ebenfalls auf p,, 8 eingestellt. Ferment 1: 1000. 

Die Wirkung der AO, wird durch das Ceriumhydroxyd einiger- 
maben gehemmt. In einigen Versuchen wurde die Katalase durch 
m/1000-Hydroxylamin gehemmt. 

Nachdem die Ascorbinsiiure oxydiert war, wurde mit H,SU, 
angesiuert und mit JK und Stirkelésung versetzt. In den An- 
siitzen mit Ascorbinsiure und AO. wurde eine deutliche blaue 
Verfirbung erhalten, wihrend andere Ansitze héchstens spuren- 
haft durch die Auto-oxydation des Ceriums gefirbt werden. Die 
Anwesenheit des Peroxydes wurde auch durch die gelbliche Farbe 
des abzentrifugierten Ceriumniederschlages verraten. Auch alka- 
lisches Goldchlorid wurde nur durch diese Ansitze reduziert. 

Die quantitative Bestimmung des gebildeten Peroxydes wurde 
ebenfalls nach Wieland durch Zuhilfenahme von Katalase _be- 
stimmt. Die Reaktionsmischungen wurden in Warburg-Respiro- 
meter iiberfiihrt, mit 1:1000-Katalase versetzt. Der Manometer- 





's) Liebigs Ann. 477, 32 (1929); 483, 217 (1930); 485, 193 (1931). 
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stand wurde nach einer halben Stunde abgelesen. Beispiel: 
Kontrolle 3,5 cmm, Versuchslésung: 30 cmm Vol.-Zunahme. 


Peroxydase. Meerrettichwurzeln wurden geschiilt, gemahlen, mit 


gleichen Teilen Wassers extrahiert, ausgepreBt, zentrifugiert. Der Saft 
' wurde an der Zentrifuge geklirt, dann mit gleichen Vol. Aceton gefiillt, 
 zentrifugiert. Das Priizipitat wurde nach Entfernen des Acetons im ur- 
| spriinglichen Vol. Wasser gelést, nochmals gefillt, zentrifugiert, dann am 
 Biichner filtriert, das Priizipitat getrocknet, im Vakuum bei 0° aufbewahrt. 
' %7y den Versuchen wurde das Pulver 1: 1000 gelést. 


Das Ferment, zur Mischung von H,O, und Ascorbinsiure 
mgesetzt, beschleunigt nur unwesentlich die Oxydation der Siure. 
Versuche (vgl. Fig. 1): m/100-Ascorbinsiiure, m/100-H,O,, 1:1000 


> | ~— m/100-Ascorbinsiure + m/100-H,0, 


8; m/100-Ascorbinsiure + m/100-H,O, 
+ 1: 1000 Peroxydase 


i — © t 

2 £ 6 & £0 

—> Min. <— 
Fig. 1. 


_ Peroxydase, m/15-Phosphat p,, 5,9. Wasserbad 37°. Die noch un- 
' oxydierte Ascorbinsiure wurde in, nach verschiedenen Zeitriumen 
‘entnommenen Proben mit n/100-alkoholischer Jodlésung, in 


trichloressig-saurer alkoholischer (40°/,) Lésung titriert. Die 


Anwesenheit des Alkohols erméglicht es, die Ascorbinsiure in 
| Gegenwart von H,O, zu titrieren. 


Werden hingegen Benzopyranfarbstoffe zum Gemisch zu- 
vesetzt, so wird die Ascorbinsiure mit groBer Geschwindigkeit 


| oxydiert. Aktiv sind nur diejenigen Farbstoffe, die im Phenol 


zwei OH in ortho-Stellung tragen. Am aktivsten erwiesen sich 
lie Aglycone Querzetin und Eriodictyol. Letztere sind noch 
in einer Konzentration von m/50000 stark wirksam. Die ver- 
sleichende Wirkung der verschiedenen untersuchten Farbstofie 


/10000) ist an umstehender Fig. 2 dargestellt. 
st 
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In verschiedenen Pflanzensiften findet man ungefihr 0,1°) 
Flavon. Ein Drittel dieser Konzentration geniigt bereits, um iy 
obiger Reagenslésung m/100-Ascorbinsiure in 20 Sekunden zy 
oxydieren. 

Verglichen mit diesen Wirkungen kann Adrenalin sowie 
Resorcin als inaktiv bezeichnet werden. p-Phenylendiamin ist 
10mal, Hydrochinon und Pyrogallol 20mal, Brenzcatechin 100 mal 
weniger aktiv als das isomolare Querzetin. Die Aktivitiit dieser 
Substanz wird nur durch Benzidin erreicht. 


! 


— - Kampferid 
| — —-———"- — _Hesperidin—Hesperetin 
— 


a 


| x Rhamnetin 
ie es 
™ Querzitrin 


~—* Homoeriodictyol 


* Querzetin—Eriodictyol 


——> ccm Vigo Sod +— 


Fig. 2. Die vergleichende Wirkung der Farbstoffe nach Substraktion der entsprechenden 
Kontrollwerte. 


Querzitrin und Rhamnetin gibt mit Peroxyd und Peroxydase 
oder mit Polyphenoloxydase eine braun-griine, Querzetin und 
Eriodictyol eine rote Verfirbung. 

Fiir diese Versuche wurden die Flavone in Na,COQ, gelist 
und unmittelbar vor dem Versuch auf das gewiinschte p,, ge- 


bracht. 


Peroxydase und Katalase. Thurlow zeigte, daB das unter 
Wirkung der Xanthinoxydase gebildete Peroxyd trotz Anwesen- 
heit der Katalase durch Peroxydase zur Oxydation weiterer 
Substanzen benutzt wurde. 

Ich untersuchte, wie weit die Reaktion zwischen Flavonol- 
Peroxydase-Peroxyd und Ascorbinsiure durch die Anwesenheit 
steigender Mengen von Katalase gehemmt wurde. 


Aus Leber und aus Petersilien wurde Katalase hergestellt. 
Letztere geben eine an Peroxydase ziemlich arme Katalase 
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Uber die Funktion des Peroxydase-Systems der Pflanzen. QA7 


‘Darstellung wie bei Peroxydase) Bei der Katalase - Konzen- 
tration, die dem Katalasegehalt katalasereicher Pflanzen ent- 
spricht, wurde stets noch 90°/, des Peroxydes zur Oxydation der 
Ascorbinsiure gebraucht. (Vgl. Fig. 3.) Handelt es sich nicht um 
auf einmal in gréBerer Menge zugesetztes, sondern allmiihlich in der 


m/100-H,0. + Katalase 
500 

| 

| 

| 


m/100-H,O, + Katalase + 1: 1000 Peroxydase 
+ m/100-Ascorbinsaure 


700+ 


m/100-H,O, + Katalase + 1:1000 Peroxydase 
+m/100 Ascs. + m/1000 Querzetin 


Deewmmee Lowe A 





7 2 3 4 
> Min <— 


Fig. 3. 


Pilanze gebildetes H,O,, so muB das, durch Katalase entladene 
Peroxyd noch viel geringer sein. Natiirlich ist die Menge des 
ur Oxydation der Ascorbinsiure gebrauchten H,O, auch von der 
Flavonkonzentration abhiingig. Bei den in Pflanzen gefundenen 
Flavon- und Katalasekonzentrationen wird praktisch das ganze 
zugesetzte Peroxyd zur Oxydation der Ascorbinsiure gebraucht, 
und nur ein unwesentlicher Teil des Peroxydes wird durch die 
Katalase der Reaktion entzogen. 


Ich bin Herrn Prof. Szent-Gyérgyi fiir seine Unterstiitzung 
mit Rat und Tat dankbar. 











Uber Dehydrierung der Brenztraubensaure“). 
Von 


E. Annau und I. Mahr. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1937.) 


Thunberg?) hat als Erster iiber die Dehydrierung der Brenv- 
traubensiure berichtet. Er arbeitete mit dem System ,,gewaschener 
Froschmuskel-Methylenblau“. Doch fand er, was auch Collett 
bestitigt hat, daB Brenztraubensiure auch nach der Redestillation 
das Vermégen besaB, Methylenblau schon ohne Hilfe der Muskulatwr 
zu entfirben; ob durch Verunreinigung oder Umsatzprodukte be- 
dingt, lieB er dahingestellt. Die Kompliziertheit der Verhiltnisse 
geht daraus hervor, daB zu Anfang zwar die (autoxydable) Leuko- 
verbindung des Farbstoffes gebildet wird, da8B spiiter aber die 
Farbstoffreduktion irreversibel wird. Ahlgren fand auch be 
Meerschweinchenmuskel kraftiges Reduktionsvermégen von Pyruvat. 
Dagegen konnte sich Wieland bei Leber nicht von einer Pyruvat- 
oxydation tiberzeugen’). 

Diejenigen Versuche, welche sich auf Bakterien und Pflanzen 
beziehen, sollen hier nicht beriicksichtigt werden, da unsere Er- 
gebnisse ausschlieBlich mit tierischem Material gewonnen wurden. 

Da, wie eben erértert, Methylenblau bei der Beurteilung der 
Ergebnisse Schwierigkeiten zu verursachen schien, fihrten wir 
unsere ersten Versuche mit 1-Naphthol-2-Natriumsulfonat-indo- 
2,6-dinitrophenol’) als Wasserstoffacceptor durch. Doch zeigte es 
sich spiter, daB man in den Versuchen auch Methylenblau ver- 
wenden kann, da erstens die Entfarbungszeit ganz kurz ist und 
zweitens die Entfirbung stets eine reversible war. In unserei 
spiteren Versuchen verwendeten wir daher immer Methylenblau. 

Zuerst arbeiteten wir mit Niere, insbesondere mit Schweins- 
niere, da nach unserer Erfahrung dieses Organ die verschiedensten 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
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Enzyme des Kérpers in ziemlich groBer Konzentration enthilt 
und durch Festigkeit seiner Gewebe gut auswaschbar ist. 


Die ersten orientierenden Versuche gaben schon ein ziemlich 
befriedigendes Resultat, da, wie aus der Tab. 1 zu ersehen ist, 


Tabelle I. 
























































Niere. 

' , m/100- Phosphat — ‘Dest. | Entfirbungs- 

Rohr umes Pyruvat Pu 7,4 Wasser zeit 

Nr. in ml in ml in ml in ml in Min. 

1,00 1,00 1,00 1,00 3’ 45” 

2 1,00 1,00 2,00 8 0” 
ChZ- Wasserstoffacceptor 1-Naphthol-2-Natriumsulfonat-indo-2, 6-dinitro- 
cher phenol 1: 4000; 1,00 ml. 
lett . . . . . . 
tion Brenztraubensiiure durch die Niere intensiv dehydriert wird. Bei 
tur Versuchen zur Reinigung des Fermentes zeigte sich, dab die 
he. | Dehydrierung der Brenztraubensiure von zwei Komponenten ab- 
‘sso (E hangig ist. Die eine Komponente ist das Ferment, die andere 
ko- eine aus dem gewaschenen Gewebe extrahierbare Substanz, welche 
die [| ach den bisherigen Erfahrungen thermostabil (80°) und mit 
hei Me Mercuriacetat fillbar ist. Wir nannten sie kurzweg Aktivator. 
vat. Diese aus dem gewaschenen Nierengewebe eluierbare Substanz 
at- beschleunigt die Dehydrierung der Brenztraubensiure im System 

Ferment—Methylenblau bedeutend (Tab. I] und III). Priaparative 
voy  Atbeiten iiber diese Substanz sind im Gange. 
a © Tabelle IL. 
“a j Niere. 
ler = — = = = 
4) : ’ a. So us 1 : — S noe a Entfirbun ‘ 
Wil F = Rohr a : ir 2 os ele & = ees 2/235 n abu gs 
lo- ; N = - p » hc . o = 8 » 5 I A a zeit 
p66 Cr. = % amrAaiag Sia as t> © 1 Mi 

of ee 
rr ! 1,00 _ -— ~- 1,00 2,00 iiber 30’ 
nd & 2 1,00 1,00 — —— 1,00 1,00 » 30° 
» a «(C° 1,00 — 1,00 _ 1,00 1,00 » 30’ 
: 1,00 1,00 1,00 ss 1,00 a 8’ 0" 
ull. 
- Wasserstoffacceptor Methylenblau 1: 5000; 1,00 ml. 
en 


Zu Beginn der Versuche bereiteten wir den Aktivator und 
das Knzym aus der Schweinsniere, doch ergab es sich spiter, 
daB man viel bessere Resultate erhalten kann, wenn man das 


8 i>] 
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Enzym aus dem gewaschenen Brustmuskelbrei der T'aube ge. 
winnt. Der Aktivator wurde auch weiterhin aus der Niere her- 
gestellt. Die Versuchsergebnisse der Tab. III zeigen die he. 
schleunigende Wirkung des Aktivators auf die Dehydrierung der 
Brenztraubensiure im System Muskelbrei—Methylenblau. Auf die 
Dehydrierung der Milchsiure hat der Aktivator keine Wirkung. 
Tab. IV bezweckt zu zeigen, daf der Aktivator weder mit dem 
gelben Ferment Warburgs oder der Cozymase, noch mit 
Adenosintriphosphat identisch ist. 


Tabelle III. 


Taubenbrustmuskel. 
































he ~ ' 
= ° , = —_ oS a Entfii on 
ion! id come aoe = — ee + Ore nt airbungs- 
Ror) BE | £2 |SEtISSe ee Fl eee] cet 
Nr |. Eos He l>@alotsalaS a 
Nr. 25 ZF Fell Bed | ie he tee in Min. 
sy ’ — 
I 1,00 a vos 1,00 2,00 iiber 30 
2 1,00 1,00 — 1,00 1,00 15’ 0” 
3 1,00 ine 1,00 1,00 1,00 19! 15” 
4 1,00 1,00 1,00 — 1,00 — 1’ 45” 
5 1,00 — ~— 1,00 1,00 1,00 18’ 15” 
6 1,00 1,00 _ 1,00 1,00 — 1 45” 
Wasserstoffacceptor Methylenblau 1: 5000; 1,00 ml. 
Tabelle IV. 
Taubenbrustmuskel. 
+ - ioe.) = me | 3 Ent 
' o ( Smita Sool samilicewl Swe _ on 
Rohr ee IS PeI= aa] €8 12298 ‘a El Ho firbungs- 
~ — ran} et ‘ ° 
Nr. SA [shal o o ee ie ee | . _ zeit 
Fy ve Ay | = | oo ~ > a s.. in Min. 
1 1,00 — — — — 1,00 2,00 iiber 30 
2 1,00 1,00 — — — 1,00 1,00 28’ 
; 1,00 1,00 1,00 _ 1,00 at 24’ 
1,00 1,00 wei 1,00 1,00 = 25) 
) 1,00 1,00 — — 1,00 | 1,00 _ 30’ 


























Wasserstoffacceptor Methylenblau 1: 5000; 1,00 ml. 


Methodisches. Bereitung der Fermentlosung‘). 60 g in der 
Latapiemtihle gemahlene Taubenbrustmuskel werden mit 60 ml eis- 
gekiihltem destilliertem Wasser 5 Minuten lang geriihrt, dann durch ein 
schiitter gewobenes Tuch gegossen und mit der Hand ausgepreBt. Die 
durch die Leinwand gepreBte Suspension wird scharf abzentrifugiert, und 
das Zentrifugat 3mal mit einer eiskalten 0,45°/,igen NaCl-Lésung an der 
Zentrifuge gewaschen. Zuletzt wird das Zentrifugat mit 20 ml 0,9°/, iger 
NaCl-Lésung versetzt und gut durchgemischt. Diese Enzymsuspension ist 
im Eisschrank einen Tag haltbar. 
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Bereitung des Aktivators. 350g in der Latapiemiihle gemahlene 


oe. 
ua Schweinsniere wird mit 350 ml eisgekithltem destilliertem Wasser versetzt 
hee. und 5 Minuten lang geriihrt. Es wird 20 Minuten lang scharf zentrifugiert 

und der Riickstand mit einer eiskalten 0,45°/,igen NaCl-Lésung in der 
der ' ‘Yentrifuge 3mal ausgewaschen. Ist das Waschen beendet, so wird der 
die #% Riickstand mit 50 ml, 2,7 mol Phosphatpuffergemisch von p,, 7,4 verriihrt 
ne. - und mit 1 Liter, auf — 20° gekiihltem Aceton versetzt. Es wird gut 
inte durchgemischt und das Aceton auf der Nutsche abgesaugt. Die durch- 
laufende Fliissigkeit darf nur ganz schwach gelb gefiirbt sein. Der Filter- 
- riickstand wird nun in 250 ml destilliertem Wasser aufgenommen und 


wenigstens 10 Minuten lang gut geriihrt. Der Brei kommt in die Zentrifuge 

und nach einer weiteren Elution werden die stark gelb gefiirbten und 

triiben Waschwiisser vereinigt und im Wasserbade bei 80° die Proteine 

cefillt. Es wird wiederum zentrifugiert und die nun ziemlich klare Fliissig- 

| keit im Vakuum auf 150ml eingeengt. Nachher werden die Phosphate und 

BS | die iibrigen mit Baryt herausfallenden organischen Bestandteile mit einer 
kaltgesittigten Losung von Ba(OH), prazipitiert. (Indicator Phenolphthalein). 
Das iiberschiissige Barium wird durch Einleiten von CQO, entfernt. Zu 
der triiben Fliissigkeit wird ein zweites Volumen Aceton zugesetzt und 
der jetzt schon reiche Niederschlag abzentrifugiert. Zumeist erhilt man 
eine klargelbe Loésung, welche im Vakuum auf 50 ml eingeengt wird. Wiihrend 
des Einengens wird die Fliissigkeit lackmusalkalisch, so daB man jetzt mit 
n/1-HCl neutralisiert. Durch die gleiche Menge Aceton entsteht wieder 
ein Niederschlag, von welchem abzentrifugiert wird. Die Loésung wird 
im Vakuum jetzt auf 20 ml eingeengt und mit der 3fachen Menge Aceton 
gefillt. Nach neuem Zentrifugieren wird der Riickstand in 20 ml destil- 
liertem Wasser aufgenommen und dient im Versuche als Aktivator. 


Zusammenfassung. 


Brenztraubensiure besitzt das Vermégen, in Gegenwart einer 
Vehydrase, Methylenblau zu entfairben. Muskel und Niere ent- 
halten eine solche, hochaktive Dehydrase. Das dehydrierende 
System ist in zwei Komponenten zerlegbar. Die eine ist das 
Ferment, die andere ein Aktivator, welcher aus gewaschenem 
Mierengewebe, unter gewissen Bedingungen, eluierbar ist. Die 
ersten Stufen der Reinigung des Aktivators sind beschrieben. 
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Uber die Oxydation der C,-Dicarbonsiuren durch Gewebe*, 


Von 


E. Annau und F, B, Straub. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1937.) 


In den friiheren Mitteilungen!) dieses Laboratoriums wurde 
eine Theorie entwickelt, nach der die in den Geweben anwesenden 
geringen Mengen von ©,-Dicarbonsiuren als Katalysatoren der 
Atmung gewisser Gewebe eine bedeutende Rolle spielen. Diese 
Theorie stand scheinbar in Widerspruch mit verschiedenen friiheren 
Angaben der Literatur, nach denen Bernsteinsiure ein wichtiges 
Gled im intermediiren Zellstoffwechsel sei und sogar im Haupt- 
wege des Abbaues entstiinde. Diese Theorien, die sich auf die 
Bedeutung der C,-Dicarbonsiuren im Stoffwechsel aufbauten, ent- 
behren der experimentellen Grundlage. Wéiren sie richtig, so 
miiBten die C,-Dicarbonsiuren durch die Gewebe mit groBer Ge- 
schwindigkeit abgebaut oder sonstwie umgesetzt werden. Dies 
wiirde natiirlich eine katalytische Funktion dieser Sdauren aus- 
schlieBen. 

Diese Frage wurde durch Innes’) untersucht, die tatsachlich 
ein ziemlich rasches Verschwinden der zum Gewebe zugesetzten 
Fumarsiiure fand, was gegen die katalytische Bedeutung dieser 
Siure sprach. Nach ihrer Meinung sollte die von uns nach Fumarat- 
zusatz bedingte erhéhte Sauerstoffaufnahme einfach auf die irre- 
versible Oxydation und nicht auf die katalytische Funktion dieser 
Substanz zuriickzufiihren sein. Fiir die Richtigkeit einer solchen 
Auffassung spricht auch der erhéhte RQ. nach Fumaratzusatz, 
der die Kinheit iiberstieg. Da aber die Bestimmung dieser Saéuren 
mit groBen methodischen Schwierigkeiten und Unsicherheiten ver- 
bunden ist, konnte die Frage nicht als abgeschlossen betrachtet 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy Jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
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werden. Mit Ricksicht auf ihre groBe Bedeutung haben wir uns 
yorgenommen, das Schicksal der zum Gewebe zugesetzten Fumar- 
siure nochmals messend zu verfolgen. 

Unser Problem gliederte sich in zwei Teile. Erstens mute 
cefragt werden, was mit der Fumarsiure geschehe, die dem Gewebe 
in niedrigen, den physiologischen Konzentrationen entsprechenden 
Mengen zugesetzt wird. Zweitens wurde gefragt, was mit der 
umarsiiure geschehe, die dem Gewebe in relativ groBem Uber- 
schuB zugesetzt wird. Ist unsere Theorie richtig, so mubBte er- 
wartet werden, daB die zugesetzten geringen Mengen nicht irre- 
versibel umgesetzt werden und lingere Zeit ungestért ihre kata- 
lytische Funktion auszuiiben vermégen. Hingegen war es von 
vornherein wahrscheinlich, daB das Gewebe iiber Mittel verfiige, 
iiberschiissige C,-Dicarbonsiuren oxydativ zu beseitigen, da doch 
(\\-Dicarbonsiiuren im Stoffwechsel durch verschiedene Prozesse, 
wie Desaminierung der Asparaginsiiure, Oxydation der Glutamin- 
siure usw., leicht entstehen kénnen. 

Nachdem Bernsteinsiure durch ‘das Gewebe in Gegenwart 
von Sauerstoff rasch, zu Fumarsiiure oxydiert wird, diese Siure 
wieder rasch durch die Fumarase zum Teil in Apfelsiiure ver- 
wandelt wird, ist es irrelevant, in welcher Form man die Dicarbon- 
siure zusetzt. 

Zur sicheren Bestimmung sehr geringer Fumarsiuremengen 
oder Apfelsiiuremengen verfiigen wir iiber keine zuverlissige 
Methode. In diesem Bereiche kann man auf die katalytische Rolle 
der Fumarsiure bloB aus dem Verhiltnis der zugesetzten Siiure- 
menge und des Extra-Sauerstoffverbrauches schlieBen. Zur Be- 
stinmung mittelgroBer Mengen fanden wir die bisher verwendeten 
Methoden auch nicht vollauf befriedigend. Aus diesem Grunde 
wurde durch Herrn St. Szegedy eine neue Bestimmungsmethode 
ausgearbeitet, die a. a. O. ausfiihrlich beschrieben werden soll’). 
Sie griindet sich auf eine Fillung der Fumarsiiure als Mercuro- 
salz und bromometrische Bestimmung des durch NaCl wieder in 
Lisung gebrachten Fumarats. Diese Methode gestattet, Mengen 
liber 14 mg mit groBer Genauigkeit in Gewebsextrakten zu be- 
stimmen. 

Unsere Resultate zeigen, daB in Ubereinstimmung mit 
F. J. Stare und C. A. Baumann‘) geringe, der physiologischen 
Konzentration der Gewebe entsprechende Mengen zugesetzter 
Fumarsiure eine Zunahme des Sauerstoffverbrauches zeigen, die 
nicht mit der irreversiblen Oxydation der Fumarsiure zu erkliren 
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ist. Die Fumarsiure kann durch lingere Zeit ihre katalytische 
Wirkung entfalten, wird also nicht durch das Gewebe angegriffen, 
Gleichzeitig zeigten einige weitere Versuche, daB die zum Muskel- 
gewebe zugesetzte Brenztraubensiiure ihre hemmende Wirkung 
auf die Respiration durch Unterdriickung der Fumarsiurekatalyse 
entfaltet. 

Nach Zugabe gréBerer Mengen von Dicarbonsiuren wurde 
tatsiichlich ein gut meBbarer Schwund dieser Substanzen beob- 
achtet. Der maximale Abbau liegt um 20—30°/, der zugesetzten 
Substanzmenge im Zeitraum von 80 Minuten. Wie der tiber 1,00 
liegende RQ. zeigt, ist der Schwund ein oxydativer. Dieser Schwund 
ist geniigend groB, um die Entfernung der im Stoffwechsel ge- 
bildeten iiberschiissigen, zur Katalyse nicht bendtigten C,-Dicarbon- 
siuren zu erkliren. Andererseits ist der Schwund aber zu gering 
um die Annahme zu erlauben, dafi die ©,-Dicarbonsiuren in 
quantitativer Hinsicht wichtige intermediiire Produkte des Stoff- 
wechsels darstellen, und daB ein wichtiger Weg des Zwischen- 
stofiwechsels iiber sie fihrt. 


Experimenteller Teil. 


Versuche mit kleinen Fumaratmengen. Es wurde in einer friiheren 
Mitteilung gezeigt, dab die Konzentration der C,-Dicarbonsiiuren im Muskel 
gewebe um 20 mg-°/, liegt. Da in unseren, im Warburg-Apparat bei 37° 
ausgefiihrten Respirationsversuchen stets 0,4 g des in der Latapiemiihle 
gemahlenen T'aubenbrustmuskels in 4 ml m/15-Phosphat von pg 7,2 suspen- 
diert wurde, wurde 1 mg Apfelsiiure zugesetzt, die bereits eine maximale 
Atmungssteigerung zu geben vermag. Die Konzentration der Siure war 
25 mg-°/,, und entsprach also der physiologischen Konzentration. Die nach 
folgende Tab. I ergibt das Resultat unserer Versuche. 


Tabelle L. 





Versuchsdauer Sauerstoffaufnahme in emm 
in Minuten | i) 1 mg Apfelsiure | Differenz 
as ~ ee Peer a acer = = tor esn eres SSS cen DE Nr aa cana 
210 901 2516 | 1615 
90 1292 2492 | 1200 
150 864 2391 | 1527 





Die drei Versuche sind mit verschiedenen Muskelpriiparaten ausgefiihrt. 


Zur vollstiindigen Verbrennung von 1 mg Apfelsiure wiiren 
503 cmm nétig gewesen (3 Mol. O, pro Mol. Apfelsiure). Der er- 
héhte Sauerstoffverbrauch erstreckte sich auf die ganze Beob- 
achtungsdauer und zeigte die beschriebene konservierende Wirkung 
des Fumarats auf die Gewebsatmung. 
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ve : Bekanntlich erhéhen geringe Brenztraubensiuremengen die 
: | Sauerstoflaufnahme des Muskels, wiihrend gréBere Mengen die 
el. 


Sauerstoffaufnahme hemmen. 

Zu 4ml der Muskelsuspension wurden 8 mg Brenztraubensiiure 
zugesetzt. Diese Menge der Peonatennlionstince hemmt die Sauer- 
stoffaufnahme um 40—50°/,. Durch Zugabe von 0,3 mg Apfelsiure 
wurde diese Hemmung aufgehoben. Zugabe von 0,5—1 mg Apfel- 
- siure bedingte sogar eine, dem Kontrollversuch gegentiber (ohne 
“"  iede Zulage) erhéhte Atmung (vgl. die Figur). 
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1 = Muskel allein; 2 = mit 1 mg Apfelsiiure 

l- 3 = mit 8 mg Brenztraubensdure 2 

le 4=: , 88mg aA + 0,5 mg Apfelsiure p 
S= .; Sing a + 1,0 mg 


Die durch Apfelsiiure hergestellte Sauerstoffaufnahme mubte 
der normalen Atmung entsprechen und konnte nicht durch eine 
erhéhte Oxydation der Brenztraubensiiure erklirt werden. Wohl 
wird die Oxydation der Brenztraubensiiure durch Fumarat erhdht; 
der durch Fumarat bedingte Schwund (0,5 mg per Stunde) der 
Brenztraubensiiure ist aber zu gering, um die durch Apfelsiure 
bedingte Zunahme des Sauerstoffverbrauches zu erkliren. 

Diese Befunde stehen in guter Ubereinstimmung mit den 
Beobachtungen von N. B. Das‘). Dieser Autor fand in unserem 
| Laboratorium, daB das die Milchsiiure bzw. Pyruvat aktivierende 
, | Ferment mit dem die Apfelsiure aktivierenden Fermente identisch 
' | ist. Das Ferment hat fiir Apfelsiure eine weit héhere Affinitit 
| als fiir Milch- oder Brenztraubensiure. Dementsprechend kann 
D erwartet werden, daB die Funktion der minimalen Mengen der 
in 0,4g¢ Muskel anwesenden (50 y) durch die Suspensionsfliissigkeit 
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weitgehend verdiinnten Apfelsiiure durch das zugesetzte Pyruyat 
in seiner katalytischen Funktion sehr gehemmt ist, daB dagegen 
diese Hemmung durch Apfelsiurezusatz aufgehoben werden kann, 


Versuche mit gro®eren Fumarsauremengen. Die Resultate dieser 
Versuche sind in beiden nachfolgenden ‘Tab. II und III dargestellt. In den 
Versuchen der Tab. II wurden 16,00 g gemahlener Muskel in 44,0 ml m/1i5- 
Phosphat von py 7,4 in Erlenmeyerkolben von 1 Liter suspendiert. Dann 
wurde in 100 ml Wasser die in der 2. Kolumne verzeichnete Fumaratmenge 
mit der 3fachen der dquivalenten Menge an 1-Apfelsiure zugesetzt, und im 
Wasserbade von 37° geschiittelt. Nach der in der Kol. 1 angegebenen Zeit 
wurde der Versuch durch Zugabe von 25 ml 20°/,iger H,SO, und 25 ml 
10°/,iges Na-Wolframat abgebrochen. Nach Stehen von 1 Stunde wurde 
zentrifugiert. Aus der klaren Fliissigkeit wurde eine abgemessene Menge, 
zumeist 50 ml, entnommen und die Schwefelsiiure und das Wolframat mit 
Ba(OH), ausgefiillt. Dann wurde wieder zentrifugiert. Die Lésung mit 5°, 
Salpetersiiure (Methylorange) angesiuert und am Wasserbade auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Diese eingeengte Lésung wurde dann mit heiBem Wasser 
in die siedend heiBe Lésung von Mercuronitrat hineingespiilt, die Fliissig- 
keit aufgekocht. Uber Nacht schied sich das Mercurofumarat im Eisschrank 
aus. Das weitere Verfahren der Bestimmung vgl. bei Szegedy. 


Tabelle Il. 





























Nr Zeit | Fumars. | Adsorp. | Adsorp. | Verschw.]| Verschw. RO 
~ " Jin Min.J in mg in mg in. 4, in mg m *, ii 
1 3D 232 46 19,8 33,2 14,3 1,14 
2 40 232 55,0 23,7 29,7 12,8 1,17 
3 33 116 40,0 34,4 20,2 17,4 1,22 
4 28 116 36,1 31,1 16,7 14,4 1,31 
5 26 58 28,6 49,3 19,5 33,7 1,01 
6 30 58 40,6 69,3 9,3 16,0 1,04 
Tabelle ILL. 

Zeit in Minuten... 3 9 27 81 
Verschw. in mg ... 1,49 1,54 2,29 2,59 
Verschw. in %, ... 14,9 15,4 22,9 25,9 


Wie bereits friiher beschrieben, wird stets ein ‘l'eil des 
Fumarats durch Adsorption an den Muskel gebunden und somit 
der Bestimmung entzogen. Die Menge des gebundenen Fumarats 
wurde derart ermittelt, daB die Fumarsiiure-Bestimmung vor- 
genommen wurde, nachdem der Gewebsbrei mit der Fumarsiiure 
1 Minute gestanden hat, welche Zeit geniigt, um eine maximale 
Adsorption zu erreichen. Diese adsorbierte Menge muB dann von 
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dem Schwunde in Abzug gebracht werden. Die Menge des adsor- 


z bierten Fumarats in Milligramm und in Prozent ist in Kol. 2 
nn und 4 angegeben. In den beiden folgenden Kolumnen ist dann 
| die Menge des abgebauten Fumarats (nach Abzug der Adsorption) 
‘ ' dargestellt. In der letzten Kolumne befindet sich der RQ. desselben 
1h. Versuches. Dieser ()uotient wurde in Parallelversuchen im Warburg - 
inn | Respirometer nach der friiher beschriebenen Methode festgestellt 
ige F [1936 wl 
im # ~~ Um den zeitlichen Verlauf des Versuches zu verfolgen, wurde 
ne derselbe Versuch nochmals, jedoch mit der halben Muskel- und 
de 4E flissigkeitsmenge angestellt. Zugesetzt wurden 58 mg Fumarsiiure 
re, und 201 mg Apfelsiiure (neutralisiert) in 50 ml Wasser. Die Ad- 
nit sorption wurde nach 50 Sekunden gemessen und 13,3 mg gefunden. 
A | Die Resultate dieses Versuches sind in T'ab. II] dargestellt. 
4 Literatur. 
ak fF i. Szent-Gyoérgyi u. Mitarb., Diese Z. 224, 1 (1934); 256, 1 (1935); 244, 


105 (1936); 245, 113 (1937). 
2, J. M. Innes, Biochemie. J. 30, 2040 (1936). 
3. St. Szegedy, Z. anal. Chem. im Druck. 
4. F. J. Stare u.C. A. Baumann, Proce. roy. Soc. Lond. 121, 338 (1936). 
5. N. B. Das, Biochemie. J. im Druck. 
(. Szent-Gyodrgyi u. Mitarb., Diese Z. 244, 125 (1936). 





Uber den Vitamin P-Test”). 


Von 


A. Bents&th und N. B. Das. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Mai 1937.) 


Ks wurde bereits friiher von Bentsath, Rusznyak und 
Szent-Gyérgyi) berichtet, daB Meerschweinchen an einer 
skorbutogenen Diat linger leben, wenn ihnen geringe Mengen 
gewisser Phenyl-benzo-y-pyran-Farbstoffe verabreicht werden. 
Hieraus wurde auf den Vitamincharakter dieser Farbstoffe ge- 
schlossen (Vitamin P). Experimenteller Skorbut erwies sich als 
eine gemischte C- und P-Avitiiainose. Diese Versuche wurden 
in den Herbstmonaten des vovigen Jahres ausgefiihrt. Als wir 
diese Versuche zu Beginn des; iaufenden Jahres zu wiederholen 
und erweitern suchten, waren wir.nicht imstande, die beschriebene 
Wirkung der Flavone zu reproduzieren und durch ihre Ver- 
abreichung die Lebensdauer des'Versuchstiere zu verlingern. Da 
wir nicht an der Richtigkeit der urspriinglichen Beobachtung 
zweifeln konnten, galt es, den (Grund der Diskrepanz zu finden. 

Bei der Analyse unserer Vj ‘suche fiel es auf, daB alle Tiere 
auf der skorbutogenen Diit rascher eingingen, als in den friiheren 
Versuchen. Dies legte den Verdacht nahe, daB die gesuchte 
Diskrepanz ihren Grund in einem, mit der Jahreszeit verbundenem 
Faktor, in der Winternahrung hatte, die die Tiere vor Versuchs- 
beginn beim Ziichter bekamen. ‘ Wihrend die Meerschweinchen 
im Sommer bei dem Ziichter vorwiegend auf grinem Futter ge- 
halten werden, erhalten die Tiere im Winter oft getrocknetes 
Futter, wie trockenen Klee, oder Hafer mit der Zulage von Riiben, 
die sowohl an C- wie an fettléslichen Vitaminen recht arm sind. 
Méglicherweise gehen die Carotine auch im Klee bei der Typck- 
nung zugrunde. 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy jr.-Stiftung, 


New York, unterstiitzt. 
') Nature, 138, 798 (1986); 1389, 226 (1937). 
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Um diese Frage zu entscheiden, wurden Meerschweinchen im 
Februar des laufenden Jahres von denselben Tierhiindlern besorgt, 
dann 10 Tage lang in verschiedener Weise gefiittert und dann 


‘dem P-Vitamin-Test unterzogen. Dieser Versuch zeigte, daB die 


Diskrepanz unserer Resultate tatsiichlich in der Natur des Futters 


gu suchen war, das die Tiere vor Beginn des Versuches bekommen 
‘hatten. Die Resultate weisen darauf hin, daB hierbei sowohl das 
| (-Vitamin, wie auch die fettléslichen Vitamine von Bedeutung waren. 


Kin Teil der Tiere bekam vor Versuchsbeginn 10 Tage lang 
als Futter befeuchteten, getrockneten Klee. Dieses Futter wird 
im Sommer durch Meerschweinchen langere Zeit anstandslos er- 


‘tragen. Im vorliegenden Versuche reagierten aber die ‘Tiere 


meistens schon nach 3 Tagen auf dieses Futter mit einem 


-Gewichtssturz, der sich dann bei der skorbutogenen Diit fort- 
setzte. Die Tiere gingen durchschnittlich am 7. Tage an dieser 
| Diit zugrunde. (In unseren friiheren Versuchen war die durch- 


schnittliche Lebensdauer an dieser Kost 28 ‘l'age.) Der Zusatz 


‘yon Vitamin P machte keinen Urterschied, da das Leben nicht 
‘durch Mangel an dieser Substanz imitiert war. 


Kine zweite Gruppe erhielt Us :selbe Futter, mit dem Unter- 
schiede, daB wihrend des ganzen. ‘ersuchs tiiglich 1/, ml Leber- 


‘tran verabreicht wurde. Bei diesen Tieren blieb der Gewichts- 


sturz in der Vorperiode aus, um “ach Einfiihrung der Skorbut- 


dit sogleich einzusetzen. Im Mitel lebten die Tiere 8 Tage. 


Vitamin P verlingerte das Lebeu nicht, das durch den Mangel 
an Ascorbinsiure limitiert war. Das Ausbleiben des Gewichts- 
sturzes in der Vorperiode wies if den giinstigen Einflu8B des 
Lebertrans, wenn dieses Mittel das Leben auch nicht verlingern 


-konnte, 


In einer dritten Gruppe erhielten die Tiere in der Vorperiode 
auber der Grunddiat (Klee) taiglich 10 mg Ascorbinsiure. Diese 


Tiere lebten bedeutend linger (21 lage) und Vitamin P verlingerte 
las Leben bereits um etwa 5 Tage. 


In dieser Gruppe scheint Vitamin P seine Wirkung wegen 


Mangel anderer lebenswichtiger Substanzen noch nicht vollauf 


entialten zu kénnen. DaB diese mangelnde Substanz wahrschein- 


Jich ein fettlésliches Vitamin war, wurde durch die folgende 
Gruppe bewiesen, die in gleicher Weise gefiittert und behandelt 
wurde, wie die vorige, mit dem Unterschiede, daB alle Tiere von 


Beginn ab tiglich '/, ml Lebertran bekamen. Auch diese Tiere 


schienen noch einen Faktor zu entbehren, da sie an Stelle von 
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28 blof 23 Tage mit der skorbutogenen Kost am Leben blieben, 
Bei dieser Gruppe verlingerte aber die Zulage von Vitamin P die 
Lebensdauer, wie in unseren Herbstversuchen, um 2 Wochen, 
Prozentuell ist die Verlingerung der Lebensdauer noch hoher wie 
in den friiheren Versuchen, da die Kontrolltiere kiirzer lebten. 

Genau dasselbe Resultat wurde erhalten, wenn die Tiere in 
der Vorperiode frisches Kraut mit Hafer (ad libitum) erhielten, 
Die Zugabe von Lebertran verliingerte das Leben nicht. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dab die Versuchstiere fiir 
den Vitamin P-Test in guter Verfassung sein miissen und keinen 
der lebenswichtigen Faktoren entbehren diirfen. Fehlt ein solcher, 
so kann das P-Vitamin seine lebensverlingernde Wirkung nicht 
ausiiben. 

Bei den von ‘Tierhindlern gekauften Tieren scheint im 
Winter vielseitig ein Defizit an lebenswichtigen Substanzen zu 
bestehen, obwohl die Tiere ein normales Wachstum zeigen. 
Dieses Defizit auBert sich erst, wenn die Tiere dem Versuche 
unterzogen, und auf die skorbutogene Dit gesetzt werden. Das 
Defizit mu8 vor Beginn des P-Vitamin-Testes ersetzt werden. 

Bei unseren friiheren Versuchen beobachteten wir auch, dab 
der Gewichtsverlust der mit P-Vitamin behandelter Tiere be- 
deutend geringer war als bei den Kontrollen. Ebenso zeigten 
die Blutungen bei den P-Vitamin-Tieren eine verschiedene Ver- 
teilung und waren auch viel seltener. Keiner dieser beiden Unter- 
schiede konnte im vorliegenden Versuche wiedergefunden werden. 


Experimenteller Teil. 


Das Experiment bestand aus 7 Gruppen von Meerschweinchen yom 
mittleren Gewicht von 350 g. Jede Gruppe bestand aus 16 Tieren. Line 
von diesen Gruppen wurde als ungeeignet ausgeschaltet, da sich die Zu- 
sammensetzung dieses Versuches als ungiinstig erwies. 

Die von den Tierhindlern bezogenen Tiere wurden 10 Tage lang auf 
eine spiiter anzugebende Diit gesetzt. Dann sind wir auf die in friiheren 
Versuchen verwendete, wie auch friiher, autoklavierte Sherman-LaMer- 
Campbelsche Skorbutdiiit iibergegangen. Die Hialfte der Tiere jeder 
Gruppe erhielt auBer der Grundkost 2 mg Vitamin P tiglich, welche 
Substanz in wiBriger Lisung mit einer Pipette verabreicht wurde. Die 
Tiere wurden jeden zweiten Tag gewogen und ihr Gewicht zugleich gra 
phisch verzeichnet. Die verstorbenen Tiere wurden der genauen patho 
logisch-anatomischen Untersuchung durch Prof. J. Balé und seine Mit 
arbeiter unterzogen. Tiere, die wahrscheinlich an einer interkurrenten 
Krankheit eingegangen waren, die nichts mit dem Versuch zu tun hatte 
(z. B. Pseudotuberkulose), wurden gestrichen. Die groBe Anzahl derartiger 
interkurrenter Krankheiten. fiel auf. 
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Die einzelnen Gruppen wurden folgendermafen erniihrt: 
Gruppel erhielt in der Vorperiode 10 Tage lang getrockneten, mit 
Wasser befeuchteten Klee und Wasser. Vom 10. Tage an erhielten die Tiere 
die skorbutogene Diit. Die Untergruppe Ib sowie alle weiteren b-Unter- 
eruppen erhielten vom 10. Tage ab den Zusatz von 2 mg Vitamin P tiiglich. 

Gruppe II erhielt dieselbe Nahrung wie Gruppe I, nur erhielten alle 
Tiere wihrend des ganzen Versuches (Vor- und Hauptperiode) '/, ml Ol. 
Jecoris Aselli taglich (mit einer Pipette). 

Gruppe III. Dieselbe Grundkost wie Gruppe I. In der Vorperiode 
erhielten alle Tiere 10 mg Ascorbinsiure tiiglich. 

Gruppe IV. Dasselbe, nur erhielten die Tiere in der Vorperiode 
Ascorbinsiiture und wiihrend der ganzen Versuchsdauer Lebertran. 

Gruppe V. Erhielt in der Vorperiode eine Kost, die aus frischem 
Kraut und Hafer — ad libitum — bestand. 

Gruppe VI. Dasselbe wie Gruppe V, nur erhielten alle Tiere wiihrend 
der ganzen Versuchsdauer Lebertran. 




















, ja 9 287 173 114 7 

b 4 381 227 154 7 

i? 7 303 204 99 6 

| b 6 272 187 85 10 

mf: 4 380 253 127 26 

b 7 370 226 144 21 

i fa 8 370 241 129 37 

b 5 348 243 105 23 

y fi 6 296 227 69 36 

\ b 8 409 218 191 22 

yp fa 7 332 224 108 36 
b 7 324 223 101 2 


Die wesentlichsten Resultate dieser Versuche sind in der Tabelle 
wiedergegeben. Die erste Kolumne von Zahlen zeigt die Anzahi der 
Tiere nach Abzug der an interkurrenten Krankheiten verstorbenen Meer- 
schweinchen. Die zwei weiteren Kolumnen zeigen das mittlere Gewicht dieser 
Tiere zu Beginn (nach Ablauf der Vorperiode) und zu Ende (Tod der Tiere) 
des Versuches. Kolumne 8 gibt die Differenz, d. h. den Gewichtsverlust. Das 
wesentlichste des Versuches ist die letzte Kolumne, die die mittlere Lebens- 
dauer in Tagen angibt. 

Bei der Sektion wurde hauptsiichlich auf folgende Skorbutsymptome 
veachtet: Schwellung der costochondralen Artikulation, Lockerung der 
Zihne, Briichigkeit der Knochen, Blutungen im subcutanen Gewebe, in 
den Muskeln, in den Artikulationen, im Intestinaltraktus, am Zahnfleisch, 
in der Blase und der Nebenniere. Alle diese Symptome wurden mit 
13 Kreuzen, je nach der Schwere des Zustandes, bezeichnet, die Anzahl 
(er Kreuze addiert und davon das Mittel genommen. Unter den 
a- und b-Untergruppen wurde kein wesentlicher Unterschied gefunden. 


Es sei gestattet, Herrn Prof. J. Balo und seinen Mitarbeitern fiir die 
miihsame pathologisch-anatomische Untersuchung unseren Dank aus- 
zusprechen, Wir sind auch Herrn Prof. A. Szent-Gyérgyi zu innigem 
Danke verbunden. 


18* 
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Die Konfiguration des Glucosamins. 


Sterische Beziehungen zwischen «-Amino- und «-Oxysauren. 


Von 
P. Pfeiffer und W. Christeleit. 


Mit 4 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Mai 1937.) 


I. Die Konfiguration des Glucosamins. 


In der vor kurzem erschienenen Arbeit?) ,,komplexchemische 
Methode zur relativen Konfigurationsbestimmung  natiirlicher 
a«-Aminosduren* haben wir durch Bestimmung des Cottoneffektes 
der komplexen Kupfersalze der a-Aminosiuren zeigen kénnen, dab 
alle von uns untersuchten EKiweiSbausteine: (+) Alanin, (+)Valin, 
(—)Leucin, (+)Isoleucin, (+)Serin, (—)Phenylalanin, 
(—)Tyrosin, (—)Prolin und (—)Asparaginsiure ein und 
demselben Konfigurationstypus, dem sogenannten I-Typus angehdren, 
so daf wir zu dem gleichen Ergebnis wie E. Fischer und vor 
allem P. Karrer gekommen sind. 


Ks lag nun nahe, als weitere Aminosiure die linksdrehende 
Glucosaminsaéure nach unserem komplexchemischen Verfahren 
zu untersuchen, um so festzustellen, ob sich diese Aminosiiure, 
mithin auch das physiologisch so wichtige natiirliche Glucosamin, 
dessen Oxydationsprodukt sie ist, den EKiweiBbausteinen nicht nur 
strukturell, sondern auch sterisch an die Seite stellt, also zur 
l-Reihe gehért. Unsere Arbeit war bereits abgeschlossen, als vor 
wenigen 'agen im letzten Heft der Helvet. chim. Acta. ein Aul- 
satz von P. Karrer erschien’), in welchem mit Hilfe unserer 
Methode das gleiche Problem behandelt wird. Die Karrerschen 
Resultate stimmen mit den unseren aufs beste iiberein. In 


') P. Pfeiffer u. W. Christeleit, Diese Z. 245, 197 (1937). 
*) Helvet. chim. Acta. 20, 407 (1937). 
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Anbetracht der Wichtigkeit der Fragestellung halten wir es aber 
fiir richtig, daB auch wir unsere Ergebnisse kurz mitteilen, zumal 
wir unsere Untersuchung auch auf die d-Glucon- und die d-Galakton- 
siure ausgedehnt haben. 


Wir stellten uns die linksdrehende Glucosaminsiiure nach Neuberg 
und Wolff*) durch Oxydation des salzsauren Glucosamins mit bromwasser 
dar; sie lieB sich durch Kochen ihrer wi8rigen Lisung mit einem Uber- 
schu8 von Kupfercarbonat leicht in das komplexe Kupfersalz iiberfiihren. 
Ks bildete ein violettes Krystallpulver von der typischen Farbe der Kupfer- 
komplexsalze der o-Aminosiiuren. Nach 2 maligem Umkrystallisieren aus 
heiBem Wasser war das Salz analysenrein und geeignet fiir die optischen 
Messungen. 


6,517 mg Subst.: 1,127 mg CuO. — 5,068 mg Subst.: 0,270 cem N 
22°, 764 mm). 
CO, ,H,,012N,Cu Ber. Cu 14,07 N 6,20 Gef. Cu 13,82 N 6,20. 


Drehungsmessungen. Im folgenden haben wir die gefundenen 
molaren Drehungen und die zugehérigen Wellenlingen (in my) 


sche : tabellarisch zusammengestellt; es handelt sich bei den Drehwerten 
sher [| stets um Mittelwerte aus zahlreichen Messungen. Die Konzentration 
ktes JF der angewandten Kupfersalzlésung betrug 0,04 g in 100ccm Wasser; 
daB — die emperatur war etwa 22°. 
lin, & mu 46,5 470 477 493 512 522 
in, & [M] —135° — 220° —280°  —380° —410° —435° 
und 
* mu 033 558 589 627 652 689 , 
pi [(M] —415° —325° —180° +195° +480° +730° 
Das Kupfersalz zeigt also einen ausgesprochenen Cotton- 
nde — ctiekt, wie besonders schén aus der Fig. 1 hervorgeht. Beim 
reli Ubergang von kurzen zu langen Wellen werden die zuniichst 
ure, negativen Drehwerte immer gréBer, bis bei etwa 517 my ein 
in, —& Minimum erreicht ist; dann fallen die Drehwerte wieder ab, 
nur —& werden bei etwa 610 my gleich Null, um dann positive Werte 
zur —F anzunehmen, die stark ansteigen. Wir haben es nach der Defi- 
vor — nition von Kuhn mit einem positiven Cottoneffekt zu tun. 
ul Vergleichen wir jetzt die Cottonschleifen der Glucosaminsiure 
rer & mit denen der KiweiBbausteine (vgl. die vorige Abhandlung), so 
hen — ergibt sich das bemerkenswerte Resultat, daB die Glucosaminsiure- 
In — kurve weitgehend den Kurven der Antipoden der natiirlichen 


Aminosiuren entspricht. Wir haben in der ersten Arbeit sowohl 


1) Ber. chem. Ges. 35, 4012 (1902). 
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die Kurve fir das Kupfersalz des natiirlichen 1-Valins, wie auch F /° 
die Kurve fiir das Kupfersalz seines Antipoden, des d-Valins F ‘t 
angegeben; sie verlaufen antibat zueinander. Unsere Kurve des § 
glutaminsauren Kupfers ist nun so nahe verwandt der des d-Valin- 
kupfers, wie wir es kaum erwartet hatten. Nicht nur ist der ganze 
Verlauf der beiden Kurven der gleiche, ihre Minima fallen sogar 
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innerhalb der Versuchsfehler zusammen (sie liegen bei 517 mu da 
bzw. 516 mu), und auch die Durchgangspunkte auf der Nullinie - 
liegen nahe beieinander (bei 610 bzw. 586 muy). Y 
a tes a — 6- 
Ks- ist also nicht daran zu zweifeln, daB die linksdrehende * 
Cure 


Glucosaminsiiure und damit auch das natiirliche Glucosamin 
sterisch nicht den EiweiBbausteinen entsprechen, vielmehr die 
Antipodenkonfiguration haben. Wihrend die EiweiBbausteine die 
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Konfigurationsformel I besitzen, kommt dem Glucosamin die 


auch, 
rlins sterische Formel II zu. 
‘les = COOH 
alin. | H#—C—NH, H—C—OH 
FANZe COOH | | 
s0gar | HO—C—H HO—C—H 
5 I H,N—C—H I | HI | 
| H—C—OH H—C—OH 
CH,R | | 
H—C—OH I{f-—C—OH 
| | 
CH,OH CH,OH 
| Das Glucosamin kann also nicht, wie es hiutig geschieht, als 
; ; . a anes a 
| cin physiologisches Ubergangsglied zwischen den Zuckern und den 
= KiweiBbausteinen betrachtet werden. Es steht aber in engstem 
| sterischem Zusammenhang mit der d-Gluconsiiure (Formel III). 
a Dieser enge Zusammenhang kommt, wie im nachsten Abschnitt 
_ sezeigt werden soll, in den Cottonkurven der Kupferalze der links- 
drehenden Glucosaminsiure (d-Glucosaminsiure) und der d-Glucon- 
siure klar zum Ausdruck. 
II. Sterische Beziehungen zwischen c-Amino- und «-Oxysauren. 
Ks war fiir uns von Interesse festzustellen, ob die Kupfer- 
] salze der d-Glucosaminsiiure (IV) und der d-Gluconsiiure (V)') 
| CO—O CO—O ' 
| | -cu | cu 
IV H—C——N’ V H-—-C O 
| | | 4H 
| R R 
| — «die nach obigem sterisch zusammengehéren, auch gleichartige 
| | Cottonkurven besitzen, ob also beim Ersatz von NH, durch OH 
= im Nebenvalenzring der Charakter der Cottonkurven der gleiche 
bleibt. 
Da bei dem Kupfersalz der d-Gluconsiiure eine Verwickelung 
- dadurch entsteht, da{ man von vornherein nicht sicher weil, ob 
aia sich entsprechend der Formel V wirklich ein Nebenvalenz-5-Ring 
bildet und nicht etwa mit einem f-Hydroxyl ein Nebenvalenz- 
de @ ©-Ring, so haben wir zuniichst einmal das Kupfersalz der rechts- 
in @ “rehenden l-e-Milchsiure mit den Kupfersalzen der aktiven 


lie 
i ') cu = Kupferiquivalent. 
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a-Aminosiuren verglichen. Dabei hat sich herausgestellt, dal das 
l-milchsaure Kupfer einen negativen Cottoneffekt zeigt"), sicl 
also ganz den Kupfersalzen der natiirlichen e-Aminosiiuren, z. B. 
dem des |-Alanins an die Seite stellt. Nun gehéren aber da; 
rechtsdrehende 1-Alanin (VI) und die rechtsdrehende 1-Milch- 
siure (VII) sterisch zusammen: 


COOH COOH 
| | 

VI H,N—C—H Vil HO—C—H 
| | 
CH, CH, 


so daB sich also beim Ersatz von NH, durch OH, bei 
gleichbleibender Konfiguration, die Art des Cotton- 
effekts der Kupfersalze nicht indert. 

Als wir nun die Drehungen des d-gluconsauren Kupfers 
untersuchten, stellte es sich heraus, dab die Art seines Cotton. 
effektes durchaus der des d-glucosaminsauren Kupfers entsprichit, 
indem in beiden Fallen der Cottoneffekt positiv ist. Damit ist 
es sehr wahrscheinlich geworden, da8 nicht nur im d-glucosamin- 
sauren Kupfer, sondern auch im d-gluconsauren Kupfer ein Neben- 
valenz-5-Ring enthalten ist, da ja, wie die Konfigurationsformel 
der d-Gluconsiure (III) zeigt, beim 6-RingschluB keine sterische 
Ubereinstimmung beider Verbindungen herrschen wiirde; eine 
solche ist aber, wie das Beispiel der Milchsiure zeigt, fiir die 
Ubereinstimmung in der Art des Cottoneffekts notwendig. 

d-glucosaminsaures Kupfer und d-gluconsaures Kupfer sind 
also in jeder Beziehung strukturell und sterisch vergleichbar, 
auch in bezug auf die Art des Cottoneffekts. DaB nach unserer 
Messungen der Cottonefiekt des d-galaktonsauren Kupfers ganz dem 
des d-gluconsauren Kupfers entspricht, war auf Grund der Kon- 
figuration der d-Galaktonsiure zu erwarten. 

1. Kupfersalz der 1-Milchsaure. Man erhitzt eine wiBrige Lisung 
der 1-(+)Milchsiure mit einem Uberschub yon Kupferearbonat zum Sieden, 
filtriert und la8t das Filtrat im Vakuum neben Chlorcaleium eintrocknen. 
Dann lést man den glasigen Riickstand in méglichst wenig heiBem Alkohol, 
filtriert und versetzt das Filtrat noch ecinmal mit der am Anfang benutzten 
Menge Milchsiiure. Bei liingerem Stehen bei 5° krystallisiert dann das ge- 
wiinschte Kupfersalz in griinstichig hellblauen Niédelehen aus. Analysiert 


*) Dieser ist nur in relativ konzentrierter Lésung zu beobachten; in 
verdiinnten Lésungen tritt weitgehende [onisation ein, wodurch die Komplex- 
bindung aufgehoben wird. 
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wurde das bei 100° im Vakuum getrocknete Salz (das lufttrockene Salz 
verlor beim Erhitzen 15,83°/, an Gewicht). 


sich : 
aE 3,920 mg Subst.: 1,286 mg CuO. 

r das C,H,,0,Cu Ber. Cu 26,31 Gef. Cu 26,21. 

lilch. . , * ee . 

Die Drehung des Kupfersalzes der 1-Milchsiure ist sehr stark 
von der Konzentration abhiingig. Nur die Lésungen gréBerer 
Konzentration zeigen einen ausgesprochenen Cottoneffekt, da in 
verdiinnteren Lésungen das Komplexsalz weitgehend in seine Lonen 
sespalten ist. 

Drehungsmessungen. Es sollen hier nur die Daten fiir ¢ = 0,865 g 

le; | und 1,083 g pro 100 cem Wasser angegeben werden. Die Mebtemperatur 
hetr 2 0. 

ton. betrug 21 

Drehungen fiir ¢ = 0,865. 

, mu = 468,5 477 493 512 533 558 589 627 

piers . 

tton- M] —76,5° —71,5° ~—66,5° -—62,09 —58,5° —58,0° —68,5° —176,5°. 

‘icht, & Drehungen fiir ¢ = 1,108. 

t ist MB me 4635 477 498 512 533 558 589 607 627 

nun (M] —73° -—67° -—62° —56° —538,5° -—53° —61° — 64° —68°. 

ben- 

rmel 2. Kupfersalz der d-Gluconsaure. Man kocht eine wiibrige Lisung 

sitio von d-Gluconsiure mit einem Uberschub von Kupferearbonat, filtriert, ver- 

~~ @  setzt die Lésung noch einmal mit der am Anfang angewandten Gewichts- 

elle = §=inenge Gluconsiiure, filtriert und dunstet die griin-blaue Lésung im Vakuum 

die [  iiber Chlorealeium zur Trockne ein. Dann zerkleinert man den glasigen 
Riickstand, trocknet ihn scharf im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd und ' 
bs list ihn in méglichst wenig warmem Glykol. Aus der Glykollésung krystalli- 

sind ' te A age ’ 

siert bei liingerem Stehen bei 5° das gesuchte Kupfersalz aus. Man saugt 

Val, BH es ab, befreit es durch Abpressen zwischen Hartfiltern méglichst weitgehend 

erel —® von anhaftendem Glykol und trocknet es im Vakuum iiber Phosphorpent- 

dem — oxyd und A-Kohle. 

Con- Das Salz krystallisiert in hell griinlich-blauen Niidelchen, die 4 Mole- 
kiile Wasser enthalten; das Wasser kann nicht vollstindig ausgetrieben 
werden, ohne dab Zersetzung eintritt. 

sung Die wibrige Lésung des Salzes zeigt einen positiven Cottoneftekt; 

den, das Minimum der Kurve liegt bei etwa 512 mu. 

nen. 

shol. 11,128, 8,048 mg Subst.: 1,669, 1,208 mg CuO. 

zten C,.H,,0,,Cu, 4H,O Ber. Cu 12,09 Gef. Cu 11,98, 12,00. 

ge- ; ' , : 

staat Drehungsmessungen. Die Messungen beziehen sich auf ¢ = 0,86 g 
in 100 cem Wasser; die Versuchstemperatur war 20°. Die Drehungswerte 

sind Mittelwerte aus zahlreichen Einzelmessungen. 

_ 20 

lex- mu 463,5 477 493 0,12 533 558 589 654 


M}] +128° 41099 +85° +739 +899 +1049 +1159 +147°. 
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3. Kupfersalz der d-Galaktonsaure. Die d-Galaktonsiure wird 
bequem durch Oxydation der d-Galactose mit Bromwasser erhalten’). 
Zur Darstellung des Kupfersalzes erwiirmt man die wiBrige Loésung der 
Siiure mit einem Uberschu8 an Kupfercarbonat, filtriert und dunstet das 
Filtrat im Vakuum iiber Chlorealecium stark ein. Das Kupfergalaktonat 
krystallisiert dann in ziemlich langen, prismatischen, hell griinstichig-blauen 
Nadeln aus. Das Salz ist wasserhaltig; eine direkte H,O-Bestimmung lie} 
sich aber nicht durehfiihren, da bei 100° keine Gewichtskonstanz erziclt 
wurde und bei héherer Temperatur weitgehend Zersetzung eintrat. 

5,124 mg Subst.: 0,766 mg CuO. 

C,,H,,0,,Cu, 4H,O Ber. Cu 12,09 Gef. Cu 11,94. 


Drehungsmessungen. Die Drehungswerte des Kupfersalzes_ in 
wiibriger Loésung sind von der Konzentration nur wenig abhiingig, im 
Gegensatz zum Verhalten des milchsauren Kupfers. Die Konzentration der 
untersuchten Lésung betrug 0,75 g in 100 cem Wasser; die Versuchstempe 
ratur lag bei 23% Die angegebenen molekularen Drehungen sind Mittel- 
werte zahlreicher Messungen. 


mu  463,5 477 493 512 533 558 589 627 689 


[M} +1383° +1279 +116° +1229 +148, +175° +196° +233° +262° 


') O. Ruff, Ber. chem. Ges. 32, 2274 (1899). 
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a Uber die erste Phase der Garung durch Hefe. 
lie} & Von 
rzicl & Richard Willstiitter und Margarete Rohdewald. 
(Aus dem Chem. Laboratorium der Bayer. Akademie der Wissenschaften in Miinchen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 24, Mai 1937.) 

sin & 
» in & Das heutige Wissen von der ersten Phase des Zerfalls der 
"8 | Zucker in Alkohol und Kohlensiiure oder in Milchsiure wird in 
ittel. einer neuen Zusammenfassung von O. Meyerhof?) ausgedriickt, 

' der darin die von A. Harden entdeckte ,,Phosphorylierung des 
39 ' Yuckers als einleitende Reaktion der Girung“ bezeichnet. Indessen 
62! braucht man nur Hefe einige Minuten aut 'Traubenzuckerlésung 


einwirken zu lassen, um zu beobachten, daB die Umwandlung 
des Kohlenhydrats anders verliuft. Es entsteht so gar keine 
Kohlenhydratphosphorsiiure, sondern die Gesamtmenge des Zuckers 
wird unter Verlust des Reduktionsvermézens von der Hefe auf- 
cenommen. Er wird in der einleitenden Reaktion der Girungen 
als Glykogen ,,einverdichtet“. Die nichste Phase der Girung 
oder der Milchsiiurebildung scheint die Glykogenolyse durch 
Amylasen zu sein. Diese fiihrt wahrscheinlich zu einer reaktions- 
lihigeren Zuckerform, welche der Hardenschen Phosphorylierung 
und dem Zerfall unterlegt. 

Viele Beobachtungen in friiheren Arbeiten haben in die Nihe 
des im folgenden zu stiitzenden Standpunktes gefiihrt. Aber es gibt 
auch einige stérende Befunde — Nachweisbarkeit vou nur einem 
bruchteil des aus der Lésung verschwindenden Zuckers in Form 
von Polyose; Nichtaufnahme von Maltose wie von Galaktose 
durch Hefe —, die zunichst klargelegt und aus dem Weg geriumt 
werden miissen, ehe die Rolle des Glykogens klar zutage tritt. 
Andererseits ist es versiiumt worden, in diesem Zusammenhang 
unseren Befunden von der direkten Vergirung der Saccharose, 
ler Maltose und der Lactose (ohne einleitende enzymatische 


') Naturw. 24, 689 (1936); vgl. ferner z. B. O. Meyerhof, Nature 132, 
S37 (1938): ,,The esterification of the phosphates may be regarded as the 
first step of the anaerobic carbohydrate breakdown, not only in lactie acid 
formation in muscle, but also in alcoholic fermentation.“ 
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Hydrolysen zu Monosen) Beachtung zu schenken und sie zu ver- 
werten, um ein richtigeres Bild von der einleitenden Reaktioy 
der Girung zu gewinnen. 

Der kleine Schritt, der iiber vieles hinausfiihrt, was von 
Glykogenbildung in der Hefe schon lange bekannt ist, war in 
folgender Weise vorbereitet: 

1. Nach einer eben erschienenen Arbeit?) iiber das Ver- 
halten von Zucker im Blute gibt es in diesem keine direkte oder 
eigentliche Glykolyse, sondern zuerst Glykogensynthese, dann 
Glykogenolyse durch Leukocyten. 

2. Bei der Girung findet man zu Anfang die Abnahme an 
reduzierendem Zucker nicht von Phosphorylierung begleitet. Aber 
das Reduktionsvermégen sinkt bei geeigneten Versuchsbedingungen, 
ehe die Girung beginnt. 

3. Fiir die Vergiirung von Rohrzucker *) ist, wie vorausgeschickt, 
Mitwirkung der Saccharase, fiir die Giirung von Maltose*) und 
Lactose®) Beteiligung der Maltase und Lactase unerheblich und 
entbehrlich. 

Auch Rohrzucker wird vom Pilze aufgenommen, ehe Phos. 
phorylierung eintritt. 

Die Hypothese, daB Glykogen als Zwischenprodukt der alko- 
holischen Girung auftrete, wird auf J. Griiss®) zuriickgefiihrt, 
dessen Ansichten aber nicht getreu referiert werden. Wir finden 
die Hypothese zuerst priizis ausgesprochen und experimentell ge- 
priift bei H.v. Kuler’) und wir finden sie erdrtert (wenn aucli 
nicht angenommen) in der II, (1914) und III. (1923) Auflage von 
A. Harden’s ,,Alcoholic Fermentation“, wihrend ihrer nicht mehr 
Krwiihnung geschieht in der letzten (1V.) Auflage (1932) wie aucl 
in vielen anderen zusammenfassenden Darsteilungen der Giirungs- 
vorgange. 

Den Arbeiten von J. Griiss waren sorgfaltige und eindringende 
Beobachtungen namentlich von Botanikern und Mykologen iiber 

*) Diese Z. 247, 115 (1937). 

*)) R. Wilistitter u. Ch. D. Lowry jun., Diese Z. 150, 287 (1925). 

*) R.Willstaétter u. W. Steibelt, Diese Z. 115, 211 (1921); R. Will: 
stitter u. E. Bamann, Diese Z. 152, 202 (1925); ferner H. Sobotka 
u. M. Holzman, Biochemie. J. 28, 734 (1933/34). 

5) R. Willstaitter u. G. Oppenheimer, Diese Z. 118, 168 (1921/22). 

*) Z. f. d. ges. Brauwesen 27, 686, 699, 721, 734, 752, 769 (1904). 

”) Diese Z. 89, 8337 (1914); 90, 355 (1914); ferner H. Euler u. P. Lind- 
ner, ,,Chemie der Hefe und der alkoholischen Girung“ (Leipzig, Akad. 
Verlagsgesellschaft, 1914), S. 168. 
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Bildung und Speicherung von Glykogen in Saccharomyces und in 
anderen Pilzen vorangegangen; besonders die schéne Untersuchung 
von Léo Errera®) sei hervorgehoben, ferner die auf Griiss folgen- 
den Arbeiten von F.W. Pavy und H. W.Bywaters®) sowie von 
H. Wager und A. Peniston!®), worin das umfangreiche Schrift- 
tum gewirdigt wird. 


Die Griissschen Anschauungen gipfeln in den Siitzen 1) 
Sperrdruck wie im Original): ,da® das Hefeplasma das Glykogen 
erst nach der Spaltung des Zuckermolekiils durch die 
Zymase zu bilden imstande ist“. ,,Die Glykogenbildung aus 
rechts- und links-drehendem Zucker sowie das Verhalten der 
Hefe gegen Galaktose und Arabinose deuten darauf hin, daB das 
Zuckermolekil erst gespalten werden mub, damit das 
Glykogen in der Zelle gebildet und gespeichert werde“. ,,Es 
diirfte die Voraussetzung zutreffend sein, daB dasGlykogen 
in Glucose verwandelt und diese dann in Kohlensiure 
und wechselnde Mengen von Alkohol umgesetzt wird.“ Die 
prinire Bildung der ,Atomkomplexe CHOH“ vor dem Aufbau 
der Polyose und die Riickbildung der Glucose vor der Girung 
kennzeichnen die Hypothese, der J. Griiss}*) mehr als 20 Jahre 
spiiter noch unveriainderten Ausdruck gibt. Die Saccharasewirkung 
wird als Vorbedingung der Glykogenbildung aus Rohrzucker auf- 
sefabt; dies steht allerdings mit dem Befund von der Entbehrlich- 
keit der Saccharase und mit Beobachtungen iiber die Aufnahme 
von Rohrzucker durch Hefe in Widerspruch. 


Ks sind nicht die Griissschen Hypothesen'), die im folgen- 
den weiter entwickelt werden sollen, sondern es sind einfachere 
SchluBfolgerungen, die sich aus quantitativen Pestimmungen von 
verschwindendem Zucker und entstehender Polyose ergeben. 


‘) ,L’épiplasma des ascomycétes et le glycogéne des végétaux“, 78 S., 
sriissel 1882. Diese bei de Bary und Hoppe-Seyler ausgefiihrte Disser- 
tation wurde spiiter abgedruckt im Rec. de l’Inst. Botan., bruxelles, I,1 (1906). 

*) J. of Physiol. 36, 149—163 (1907). 

) Ann. of Botany 24, 45—83 (1910). 

") aa. O., S. 699 u. 704. 

') Wschr. fiir Brauerei 42, 93 (1925). 

') Die Annahme, daB die giirfiihigen Zucker auf dem Wege iiber 
Glykogen in die Zwischenprodukte der Girung, Robisonester und andere 
Kohlenhydratphosphorsiiuren, iibergefiihrt werden, ist in der Studie von 
Bror Hvistendahl ,,Zymofosfatet och den alkoholiska jiisningen“ (Marie- 
stad, 1935) ausgesprochen (noch nicht in der 1934 erschienen deutschen 
Ausgabe der Schrift). 
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Unsere Versuche kniipfen an methodisch wichtige Beobachtungen 
von M.Somogy'*) an und an eine bei EK. Abderhalden aus. 
gefiihrte griindliche Arbeit von EK. Wertheimer?) iiber ,,Zucker- 
bindung und anschlieBende synthetische Vorgiinge durch Hefezellen“. 

Nach Somogy beseitigt Biickerhefe die Glucose aus Blut in 
wenigen Minuten, d.i. lange bevor von einer Girung das geringste 
zu bemerken ist. Von dieser Erscheinung wurde von ihm selbst 
sowie in Levene’s Laboratorium von A. L. Raymond und 
J.G. Blanco?*) wichtige Anwendung gemacht, um nach Entfernung 
des giirfiihigen Zuckers die anderen reduzierenden Stoffe im Blut 
zu bestimmen. Aber an der SchluBfolgerung, daB Hefe (,jin- 
stantaneously“) Zucker aus verdiinntem Blut entferne, iibte sofort 
St. R. Benedict?!") Kritik, die sich durchgesetzt hat. Filtriert man 
nach Zusatz von Wolframat und Schwefelsiure rasch, so ent- 
halten niimlich die ersten Kubikzentimeter Filtrat noch einen 
eroBen Teil der Glucose, die folgenden weniger. ,,Obviously then, 
there is no precipitation of the glucose with the yeast“. Ray- 
mond und Blanco?) fiigten sich der Ansicht von Benedict, 
daB die Glucoseentfernung nach Somogy ,,solely one of fermen- 
tation“ sel. 

In Wirklichkeit nimmt die Hefe rascher Traubenzucker aus 
der verdiinnten Lésung auf, als die Girung einsetzt. Man kann 
nimlich nach unseren Analysen die Gesamtmenge der verschwun- 
denen Glucose durch Hydrolyse mit kochender Mineralsiure wieder 
aus der Hefe herausholen. Entscheidend fiir den Erfolg ist die 
Versuchszeit. Sie darf nur einen Bruchteil der Zeit bis zu deut- 
lichem Girungsbeginn betragen. 

A. L. Raymond und J. G. Blanco bestitigten, dab sich der 
Effekt von Somogy auf giirbare Zucker beschrinke; auffallender- 
weise fiihren sie in diesem Sinne auBer Galaktose und Lactose 
auch Maltose unter den bei Hefeeinwirkung quantitativ zuriick- 
bleibenden Zuckern an. Die Einwirkungsdauer betrug aller- 
dings nur 2 Minuten. Dies ist viel fiir Glucose, wenig fiir 
Maltose. Auch E. Wertheimer nennt die Wirkung der Heie 
scharf auswihlend: ,Galaktose, Lactose, Maltose werden in den 
von uns benutzten Versuchszeiten nur in ganz geringem Aus- 


4) J. of Biol. Chem. 73, 33 (1927); 75, 117 (1928). 

5) Fermentforschung, hrsg. v. E. Abderhalden, 11, 22 (1929). 
16) J. of Biol. Chem. 79, 649 (1928); 79, 667 (1928). 

17) J. of Biol. Chem. 76, 457 (1927/28). 

8) J. of Biol. Chem. 80, 631 (1928). 
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mabe gebunden“. Dies war bei den genannten Zuckern ge- 
wohnlich eine Viertelstunde. Es ist wieder auffallend, dab auch 
Wertheimer zusammenfassend urteilt: ,,Galaktose, Lactose, Mal- 
tose, Dioxyaceton usw. verschwinden nicht, werden nicht synthe- 
tisiert und auch nicht vergoren“. 

Die Untersuchung von Wertheimer handelte hauptsiichlich 
yon der Frage, durch was fiir einen Vorgang giirbare Zucker von 
Hefe zu raschem Verschwinden gebracht werden. Dabei wird 
zwischen verschwundenem und _ synthetisiertem Zucker scharf 
unterschieden, dieser Unterschied wird betont: ,,Kin Teil [1/,—1/, ]}") 
des verschwundenen Zuckers wird als synthetisiertes Polysaccharid 
wiedergefunden, das in 60°/,iger Kalilauge unléslich ist, also kein 
Glykogen sein kann“. Es mu8 nach Wertheimer (S. 26) ,,ent- 
weder ein polymerisiertes Glykogen sein, oder Glykogen, das an 
einen anderen Kérper physikalisch oder chemisch gebunden ist“. 
‘Uber Symplexbildung mit Proteinen vgl. unten.) Unentschieden 
blieb es, ob ,,die gefundene Synthese der Girung nicht vor-, son- 
dern beigeordnet: ist; mit dem Abbau des Zuckers wiirde gleich- 
zeitig ein Teil zu Reservestoff synthetisiert“. 


Kondensation von Glucose. 


Die beobachteten groBen Differenzen zwischen verschwundenem 
und synthetisiertem Zucker fiihren wir darauf zuriick, dai in die 
Versuchszeiten immer der Beginn der Girung fiel; Zwischen- 
produkte und schon die Endprodukte treten auf. Wir bestimmen 
deshalb in Vorversuchen mit jeder Hefeprobe die Zeiten bis zum 
deutlichen Beginn der Girung unter gleichen Versuchsbedingungen 
und wihlen die Zeit fiir die Messung der Zuckerabnahme und 
der Polyosenzunahme viel kiirzer, niimlich so, daB noch kein be- 
deutender Zuckerverbrauch durch Giirung vorkommt. Besonders 
hei Glucose ist dies leicht ausfiihrbar. Die Zeiten bis zur deut- 
lichen CO,-Entwicklung beliefen sich bei Unter- und Oberhefen 
auf 6—8 Minuten; wir wihlten daher als Versuchszeiten fiir die 
Kinwirkung der Hefen auf die etwa 1,5°/,ige Glucoselésung 
1'/,—1%/, Minuten. So finden wir fast 90—100°/, des aus der 
Lisung verschwundenen Zuckers in Form von Polyose in 
der Hefe auf. Die Erscheinung, die Somogy und Wertheimer 
beobachteten, ist also kein Nebenvorgang, sie ist vollstindig auf 
Glykogenbildung zuriickgefiihrt, die von Errera, Pavy und 


) Gewohnlich */,—1/,. 
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Bywaters, Wager und Peniston und anderen Forschern mikro- 
skopisch verfolgt worden war. Wenn nach Pavy und Bywaters 
in verdiinnten Zuckerlésungen (2°/, Glucose) ,,scarcely any for- 
mation of reserve carbohydrate“ erfolgt, so hat dies nur fiir die 
besonderen Versuchsverhiltnisse der angefiihrten Arbeit Geltung, 
nimlich fiir Inkubation wihrend 3 Stunden bei 35°. Jenes Er- 
gebnis ist ausschlieBlich durch die langdauernde Girung bedingt. 
Unser Versuch liuft vor und an der Schwelle der Girung ab, 

1. Versuch mit untergiriger Bierhefe (Léwenbriiu, Miinchen) 
bei 20°. 

5 g abgepreBte Hefe mit 2 ccm Glucoselésung und 4 ccm 
Phosphatmischung von p,, = 6,8. — Auf die Titrationsprobe (= ?/.) 
entfallen 2 ¢ Hefe und 29,2 mg Glucose. 

Deutlicher Girbeginn nach 8 Minuten. 

Kinwirkung von 1'/, Minuten; Glucoserest 21,7, Abnahme 7,5 mg 
(im Vergleichsversuch mit Maltose Abnahme 0). 

Polyose, bestimmt mit H,SO,: vor dem Versuch 144,6 mg, 
am Ende 152,2 mg Glucose. — Zunahme 7,6 mg = 100°/,. 

2. Versuch mit untergiiriger Bierhefe (Léwenbriiu) bei 20°. 

Versuchsansatz wie oben mit 31,5 mg Glucose (in */,). Deut- 
licher Girbeginn nach 7 Minuten. 

Kinwirkung von 1?/, Minuten. Glucoserest 21,3, Abnahme 
10,2 mg. 

Polyose, bestimmt mit H,SO,: vor dem Versuch 124,0 mg, 
nach Aufnahme des Zuckers 134,0 mg Glucose. — Zunahme 
10,0 mg = 98°/,. 

3. Versuch mit obergiriger Biickerhefe (Bast A.-G., Niirnberg) 
bei 20°. 

Versuchsansatz mit 30,1 mg Glucose in ?/,-Probe. -—— Deut- 
liche Girung in 61/, Minuten. 

Kinwirkung von 1'/, Minuten. Glucoserest 18,8, Abnahme 11,3 mg. 

Polyose, nach Pfliger bestimmt, zu Anfang 85,8 mg Glucose 
in 2g Hefe, am Ende 95,6. — Zunahme 9,8 mg = 87°/,. 

Der Erfolg der angefiihrten Versuche hingt ganz von der 
sehr kurzen Versuchsdauer ab. Uberschreitet man sie, so wird von 
der Hefe zwar mehr und alle Glucose aufgenommen, aber auch 
mit steigender Geschwindigkeit Glykogen abgebaut. Bildung von 
Abbaudextrinen und Kohlenhydratphosphorsiuren droht die Haupt- 
erscheinung zu verschleiern. 

Aus der umfangreichen Literatur iiber die Hefepolysaccharide 
geht hervor, daB diese sich iiberwiegend aus drei Fraktionen 
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gusammensetzen: Glykogen, Hefegummi und Membranpolyose”°), 
welch letztere durch 60°/,ige Kalilauge in der Wirme nicht auf- 
gelést wird. Von der Bestimmung dieser Fraktionen handelt eine 
sorgfaltige Untersuchung von R. A. Mc Anally und I. Smedley- 
Maclean”}), Fiir unsere Zwecke geniigt es, zumal die Speicherung 
des Glykogens eine in qualitativer Hinsicht ausreichend beschriebene 
Erscheinung ist, als MaB fiir den Glykogenzuwachs die Zunahme 
an Gesamtpolyose (ohne Trennung von Glykogen und Hefegummi) 
zu bestimmen. Dies geschieht in unseren Analysen entweder nach 
der Pfliigerschen Methode?’), durch 3stiindiges Erhitzen mit 
konzentrierter Kalilauge (der ganze Versuchsansatz wurde mit KOH 
auf einen Gehalt von 60°/, gebracht) und Hydrolyse (durch n-H,SO,) 
der durch Alkohol gebildeten Fillung (bestehend aus Glykogen, 
Hefegummi und Zellresten), oder es geschieht direkt durch Hydro- 
lyse der abzentrifugierten und gewaschenen Hefe durch 3 stiindiges 
Erhitzen mit n-H,SO,**); in diesem Fall ist auch nach Ent- 
elweiBung die Zuckerlésung weniger rein und weniger scharf be- 
stimmbar. Der Zuwachs an Polyose bei direkter Hydrolyse lehrt, 
da& die gebildete Polyose wirklich in der lebenden Hefe enthalten 
ist, ohne Abgabe an die umgebende Fliissigkeit. Die Cu-Zahlen 
(nach Bertrand) wurden durchwegs in Glucosewerte (ohne Riick- 
sicht auf eine andere Monose) umgerechnet, auch die Glykogen- 
gehalte der Hefen werden durch die Menge der erhaltenen Glucose 
ausgedriickt. 

Leider machen unsere Bestimmungen den Vorbehalt ndétig, 
daB die analytische Methodik nicht geniigend zuverlissig und genau 
ist. Die Pfliigermethode, bei Glykogen allein aufs beste erprobt, 
ist nicht ebenso fiir die Summe von Glykogen, Hefegummi und 
Membranpolyose geeignet. Sie scheint hier mit Verlusten zu arbeiten. 
Die Trennung der Polyose-komponenten miiBte verbessert werden. 
Ks ist von Wichtigkeit, daB nach L. Zechmeister und G.Téth 
(a. a. O.) die Membranpolyose durch Kochen mit Natronlauge — 


°°) Vgl. L. Zechmeister u. G. Toth, Biochem. Z. 270, 309 (1934); 
284, 183 (1935/36). 

*1) Biochemie. J. 29, II. Teil, 1872 (1935); vgl. I. Smedley-Maclean 
u.D. Hoffert, Biochemic. J. 17, 720 (1928). 

*8) Die Methodik wurde verbessert von P. Mayer, Biochem. Z. 136, 
487 (1928). 

8) Es ist iiblich, die Hydrolyse der Polyosen durch Erhitzen mit 
n-HCl auszufiihren, aber die Glucose ist so nach unseren Erfahrungen nicht 
geniigend bestiindig. Dagegen bleibt eine verdiinnte Lésung von Glucose 
in n-H,SO, bei 3stiindigem Kochen quantitativ erhalten. 
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die Angabe bezieht sich auf 3°/,ige — zerstért wird, so dag 
danach durch siedende Salzsiure kein oder nur ganz wenig 
Zucker gebildet wird. Dazu kommt, daB Dextrine sich der Be- 
stimmung nach Pfliiger entziehen, wihrend sie (wie auch Zucker. 
phosphorsiureester) bei direkter Hydrolyse durch n-H,SO, erfabt 
werden. 


Eine Girfitihrung von einigen Stunden bei sehr niedriger 
Glucosekonzentration (so wie wir friiher zur Anreicherung an 
Saccharase arbeiteten) fihrt bei der verwendeten untergirigen 
Hefe, die eine Abfallhefe der Bierbrauerei ist, eine Beschleunigung 
der Kohlenhydrat-,,einverdichtung“ herbei, gleichzeitig aber auch 
rascheren Giarbeginn (z. B. 6 statt 8 Minuten), gewiB rascheren 
Beginn der ersten Abbauvorginge. Der Quotient aus der ver- 
brauchten und aus der in Form von Polyose nachweisbaren Glucose 
wird infolgedessen verschlechtert, z. B. auf etwa 50°/,. Bei Proben 
von einigen obergirigen Bickerhefen lieBen sich derart die Ge- 
schwindigkeiten der Glucoseaufnahme und der Vergirung nur 
wenig steigern. Immerhin gelingt es so, Hefen von ungleichem 
Reaktionsvermégen einander ihnlicher in bezug auf das Konden- 
sieren von Glucose zu machen. 

5. Versuch mit Léwenbriuhefe, Girfiihrung bei niedriger Glucose- 
konzentration, nimlich mit eintropfender Glucoselésung, wihrend 3 Stunden 
bei 30°. 

Deutlicher Girbeginn unter den gewohnten Versuchsbedingungen vor 
der Giirfithrung 8 Minuten, nach derselben 4'/, Minuten. 


Glucoseabnahme bei Einwirkung (20°) von 1'/, Minuten (vor Giir- 
fiihrung 7,5 mg, vgl. oben Versuch 1) nach Giirfiithrung 14,5 mg. 

Polyose, mit H,SO, bestimmt, nach Girfiihrung 108,2 mg, nach Ein- 
wirkung der Glucose 115,8 mg. 

Zunahme: nur 7,6 mg = 52°/, (anstatt 100°/, ohne die 8 stiindige Giir- 
vorbehandlung). 


6. Versuch mit Léwenbriuhefe, Girfiihrung 6 Stunden lang bei 30° bei 
sehr niedriger Glucosekonzentration, nur 4'/, Stunden unter Eintropfen der 
Glucose. 

Deutlicher Girbeginn schon nach 4'/, Minuten (mit Maltose 6 Minuten). 

Glucoseeinwirkung (20°) von 11/, Minuten, Abnahme 13,1 mg (im Ver- 
gleichsversuch mit Maltose in 2'/, Minuten Abnahme entsprechend 4,0 mg 
Glucose. 

Polyose, mit H,SO, bestimmt, nach Giirfiihrung 85,2 mg, nach Ein- 
wirkung der Glucose 90,8 mg. 

Zunahme: nur 5,6 mg = 43°). 


7. Versuch mit obergiriger Biickerhefe (Wieningerhefe, Passau) nach 
3 stiindiger Girfitthrung (30°) bei niedriger Konzentration der Glucose. 
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Girbeginn vor dieser Girfiihrung 6 Minuten; nach derselben 6'/, bis 
7 Minuten (Girbeginn mit Maltose 14'/, Minuten). 

Glucoseabnahme (20°) in 1'/, Minuten 11,3 mg (im Vergleichsversuch mit 
Maltose in 12 Minuten Abnahme 0). 

Polyose, mit H,SO, bestimmt, nach Girfiihrung 131,0 mg in 2g Hefe, 
nach Einwirkung der Glucose 136,4 mg. 

Zunahme: nur 5,4 mg = 48°/). 

Der Unterschied zwischen unter- und obergiriger Hefe ist 
physiologisch-chemisch noch nicht klargelegt. Er beruht auf dem 
ungleichen Verhiltnis zwischen den aufbauenden und abbauenden 
Enzymsystemen, nimlich zwischen Glykogen synthetisierendem und 
spaltendem. Wenn das Reaktionsvermégen des zuckerkonden- 
sierenden Enzyms iiberwiegt, so bleiben wahrend der Girung die 
Hefezellen verhiltnismaBig reich an Glykogen und behalten in- 
folge davon lange Zeit héheres spezifisches Gewicht. Wenn dagegen 
das Zymasesystem mit iiberwiegendem Reaktionsvermégen be- 
sonders seiner glykogenolytischen Komponente ausgestattet ist, 


_ dann vermindert sich wiihrend der Girung das eingelagerte Gly- 


kogen rascher, so daB der Hefe im groBen ganzen Schwebezustand 
eigen ist. Die enzymatische Besonderheit ist indessen nicht un- 
verinderlich. Von einer und derselben reinrassigen Hefe bewegt 
sich je nach dem beeinfluBbaren Vorherrschen des synthetisierenden 
oder des amylolytischen Enzyms ein gréBerer Teil glykogenirmer 
zur Oberfliche oder der gréBere Teil senkt sich glykogenreicher 
zu Boden. Wenn die Girung in vollem Gang ist, kann sich auch 
von untergiriger Hefe die Hauptmenge durch die ganze Fliissig- 
keit verteilen. So erklirt es sich, was uns friiher unverstiindlich 
war, daB unter den Bedingungen der Girfiihrung bei sehr nied- 
riger Zuckerkonzentration nach R.Willstatter, Ch. D. Lowry jun. 
und K. Schneider*4) die angewandte Brauerei-Unterhefe inner- 
halb von 3 Stunden (auch ohne tragende Kohlensiureblischen) 
den Dauerzustand des Schwebens in der Fliissigkeit anzunehmen 
pilegt. 

Fiir dieses Verhalten der Hefe ist nicht allein ihre mehr oder 
weniger ausgebildete Fiihigkeit der Glykogeneinlagerung bestimmend, 
sondern der Quotient der Geschwindigkeiten von Synthese und 
Spaltung des Glykogens. Die Geschwindigkeit, mit der Glykogen 
dem Angriff der Amylasen unterliegt, wird auch vom Proteingehalt 
der Hefe beeinfluBt. Die Eigenschaften (z. B. die Jodreaktion und 
die Léslichkeit) des Glykogens wechseln. Dies gilt auch fiir seine 


*4) Diese Z. 146, 158 (1925) und zwar S. 172. 
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enzymatische Angreifbarkeit, was namentlich St. von Prztecki*) 
erkannt hat. Sie ist von der Symplexbildung?*) mit Proteinen 
abhingig. 


Kondensation von Maltose. 


Es schien, als lage in dem oft beobachteten (Somogy, Ray- 
mond und Blanco, Wertheimer) Unvermégen der ober- und 
untergirigen Hefen, Maltose aufzunehmen, eine Schwierigkeit fiir 
unsere Auffassung. Maltose wird selbstverstiindlich von maltase- 
haltiger Hefe, aber auch und nicht weniger gut von (praktisch) 
maltasefreier Hefe vergoren. Wihrend in den kurzen Beobachtungs- 
zeiten keine Abnahme (vgl. oben Versuch 1 und 7) von Maltose 
in verdiinnter Lésung zu messen ist, fanden R. A. Mc Anally 
und I. Smedley-Maclean”’), daB bei der langen Dauer ihrer 
Versuche (48 Stunden und linger), wihrend natiirlich die Haupt- 
menge des Zuckers durch Girung verbraucht wurde, Maltose in 
der Hefe als Polyose gespeichert wird, sogar stets noch reich- 
licher als Glucose. 

Fiir Bier- und Bickerhefen geniigten also (trotz Gegenwart 
von Phosphat) unsere Versuchszeiten von 1'/,—12 Minuten nicht 
(auch nicht 15 Minuten bei Wertheimer), um Kondensation oder 
iiberhaupt irgendwelchen Verbrauch von Maltose herbeizufiihren. 
Die Zeiten bis zum deutlichen Girbeginn unter unseren Versuchs- 
bedingungen betrugen mit Maltose 6—15 Minuten. Es gliickte 
indessen, durch eine Girfiihrung z. B. von 40 Stunden mit Brauerei- 
hefe in 2°/,iger Maltoselésung das Kondensationsvermégen der 
Hefe, die Reaktionsfihigkeit der Synthease, so zu steigern, dab 
wenige Minuten Versuchszeit fiir die ,,Kinverdichtung“ von be- 
trichtlichen Mengen Maltose ausreichen. Der Polysaccharidzuwachs 
betriigt in diesem Falle wie im Versuch mit Glucose ungefahr 
100°/, der Maltoseabnahme. 

Die zuriickbleibende Maltose bestimmen wir, und der Ver- 
gleichbarkeit wegen iiberhaupt alle Maltose, als Glucose nach 
Hydrolyse mit kochender n-H,SO,. Dies geschah, da in den Ver- 


**) Ergebn. d. Enzymforschung 4, 111—146 (1935): , Uber die intra- 
cellulire Regulierung der Enzymreaktionen mit besonderer Beriicksichtigung 
der Amylasewirkung“; ferner R.Willstitter u.M.Rohdewald, Enzymo- 
logia 1, 213 (1936) und zwar III: ,,Zur Erklirung des wechselnden Reak- 
tionsvermégens der Amylase“, S. 239. . 

26) R.Willstitter u.M. Rohdewald, Diese Z. 225, 103 (1934): ,,Uber 
den Zustand des Glykogens in der Leber, im Muskel und in Leukocyten“. 
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suchszeiten wechselnde Anteile der Maltose durch Maltasewirkung 
gespalten werden kénnen. 


8. Versuch. Untergirige Bierhefe (Léwenbriiu) nach 40 stiin- 
diger Kinwirkung bei Zimmertemperatur auf phosphathaltige 2°/, ige 
Maltoselésung. 

Girprobe bei 20° mit Maltose unter den nimlichen Bedin- 
gungen wie im folgenden: deutlicher Beginn in 8 Minuten, mit 
Glucose in 6 Minuten. 


Kinwirkung (20°) auf Glucose: in 11/, Minuten Abnahme 10,6 mg 
von 30 mg in 2/,-Titrationsprobe (also in 2 g Hefe). 

Kinwirkung (20°) auf Maltose: in 31/, Minuten Abnahme nach 
Hydrolyse zu Glucose 9,0 mg von 29,2 mg. 


Pfliigerbestimmung vor der Einwirkung . . . . . . 60,8 mg 
- nach ,, m von Maltose . 70,3 


Zunahme: 9,5 mg Polyose = 100°/,. 


Dieses Ergebnis beweist im Zusammenhang mit unseren 
friheren Erfahrungen iiber Vergiirung der Biosen ohne Hydrolyse, 
daB auch die Maltose zunichst enzymatisch zu Polyose konden- 
siert wird, deren Abbau durch Amylase erst das Material fiir die 
von A. Harden aufgefundene Phosphorylierungsreaktion liefert. 
Die reaktionsfihigere Zuckerform, die der Phosphorylierung an- 
heimfillt, braucht gewiB nicht Monose zu sein. Wenn es der Hefe 
an Maltase fehlt, so wird dadurch die Giarung nicht verlangsamt. 
Die Glykogenolyse fihrt zu einem durch Reaktionsfihigkeit aus- 
gezeichneten Oligosaccharid. 

Die nachgewiesene Entbehrlichkeit von Saccharase, Maltase 
und Lactase schien auf die Existenz spezifisch auf Saccharose, 
Maltose und Lactose eingestellter Zymasen hinzudeuten**). ,,Da 
es maltasefreie Saccharomycesarten gibt, die Maltose nicht ver- 
giren kénnen (wie Saccharomyces Marxianus Hansen und S. exi- 
guus Hansen), und solche, die doch Maltose vergiren, so ist der 
Unterschied im Fehlen oder Vorhandensein der spezifischen Maltose- 
zymase zu suchen.“ Hs ist jetzt zu erkennen, daB schon im konden- 
sierenden Enzym, der Synthease, Spezifitiit liegt, und es wird 
gewiB zweckmiBig sein, den Begriff des Zymasesystems auf den 
Reaktionsbereich des Abbaues zu beschrinken. Die Ausbildung 


. **) R. Willstitter u.W.Steibelt, Diese Z. 115, 211 (1921) und zwar 
S. 234; vgl. R.Willstatter, Ber. chem. Ges. 59, 1 (1926); ferner H. Sobotka 
u. M. Holzman, Biochemie. J. 28, 734 (1934). 
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des in der Hefe spirlich vorkommenden, nicht bei kurzer Ver. 
suchsdauer nachweisbaren Enzyms fiir die Kondensation der 
Maltose geschieht (vgl. oben) durch eine Garfiihrung, die der be. 
kannten Anpassung von Bierhefe an Galactose nachgeahmt. ist, 
Ohne solche Vorbehandlung erfolgt die Ausbildung der Maltose 
kondensierenden Synthease in dem Schwellenbereich der iiblichen 
Maltosegirung. So kommt es, dab die Kondensation der Maltose 
und die Vergirung des entstehenden Glykogens zeitlich zusammen- 
zufallen drohen. Die Spezifitit dieser Kondensationsenzyme wird 
ein lohnendes Arbeitsgebiet sein. Bisher ist durch wichtige Unter- 
suchungen japanischer Gelehrten, S. Nishimura”) und T. Mina- 
gawa°*), nur die Amylosynthease bekannt geworden, welche solche 
Dextrine, die mit Jod blauviolette Farbung geben, aus weniger 
hohen ,,Dextrinen, die mit Jod Rotfarbung zeigen (Achrodextrin, 
Grenzdextrin)“, aufbauen. In erster Linie fordert das Verhalten 
von Hefe gegen Galaktose genauere Erklirung, die wir in einer 
folgenden Mitteilung zu geben beabsichtigen. 


Zusammenfassung: Unsere Zucker sind nicht direkt girbar. 
Die erste Phase der Girungen ist Glykogensynthese. 


2°) Bull. Agricult. Chem. Soc. of Japan 6, Nr. 2 (1930); Biochem. Z. 
223, 161; 225, 264 (1930); 282, 156 (1931). 

8°) §. Nishimura u. T. Minagawa, Proc. Imp. Acad. Tokyo 7, Nr.7 
(1931); T. Minagawa, Ebenda 8, Nr. 6 (1932); 9, Nr. 3 (1933); Bull. Agri- 
cult. Chem. Soe. of Japan 10, Nr. 1—3 (1934). 
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Uber das natiirliche Vorkommen 
und iiber eine einfache biologische Gewinnungsart 
der 1(—)-Glutaminsaure ’). 

Von 
V. Bruckner und G. Ivanovies. 





(Aus dem Organ.- und Pharmazeut.-chem. Institut und aus dem Hygien. u. Allg. Patholog. 
Institut der Kgl. Ungar. Franz Josef-Universitit in Szeged, Ungarn.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 29. Mai 1937.) 


1-Glutaminsaiure war bisher nur als Kunstprodukt bekannt 
und als solches zuerst durch Einwirkung von Penicillium glaucum 
auf d,l-Glutaminsiure durch Schulze und Bosshard?) gewonnen. 
Der Weg der biologischen Trennungsweise des Racemates wurde 
auch von anderen Forschern eingeschlagen. E. Fischer*) gelang 
es iiber das Strychninsalz der Benzoyl-d,1-glutaminsiure die 
|-Glutaminsiure auch auf chemischem Wege aus dem Racemat 
abzutrennen. 

Obzwar d(+-)-Glutaminsiure als Baustein verschiedener Eiweib- 
stoffe und auch anderer Naturstoffe (z. B. Glutathion) sehr oft auf- 
gefunden wurde, sind bisher iiber das natiirliche Vorkommen der 
|-Glutaminsiiure keine Beobachtungen gemacht worden. Erst in 
jingster Zeit konnten wir zeigen‘), daB die immunspezifische Sub- 
stanz der Milzbrandbacillenkapsel, ferner verschiedener, der Mesen- 
tericus-Gruppe angehérender Sporentriger eine aus 1-Glutamin- 
siureresten aufgebaute, polypeptidartige Verbindung darstellt, deren 
salzsaure Hydrolyse in reichlicher Menge |-Glutaminsiure liefert. 
Da diese saiureartige spezifische Substanz in Form ihres schwer- 
lishichen Kupfersalzes aus dem bacillenfreien Nihrbodenfiltrat 
leicht abgeschieden werden konnte, bot sich ein einfacher Weg 
zur Gewinnung der |-Glutaminsiure, der die Reindarstellung bzw. 
Isolierung der immunspezifischen Substanz selbst umgehen 1iBt. 


') Zweckmiabigkeitshalber wurde die iltere, von E. Fischer stammende 
Konfigurationsbezeichnung beibehalten. 

®) Diese Z. 10, 143 (1886). 

8) Pringsheim, Diese Z. 65, 102 (1911); Ehrlich, Biochem. Z. 63, 
385 (1914). 

*) Ivanovics u. Bruckner, Naturw. 25, 250 (1937); Z. Immun.forschg. 
90, 304 (1937). 
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Durch salzsaure Hydroiyse des Kupfersalzes lift sich die 1-Glut- 
aminsiiure auf der im Versuchsteil beschriebenen Weise in hoher 
Reinheit gewinnen. 


Zur Erérterung der Frage, welchen EinfluB die Stickstoff- 
quelle des kiinstlichen Nihrbodens auf die Ausbeute an 1-Glut- 
aminsiure hat, haben wir vergleichende Versuche ausgefihrt. Die 
Ergebnisse sind in nachstehender T'abelle zusammengefabBt: 

















Ausbeute an 1-Glutaminsiiure- 

Stickstoffquelle HCl in g aus 1 Liter Nihrboden 
I | I 
1 ENS aelhg i. ee. BR Ses HH 0,4 0,1 
2 Ra 0,5 0,2 
3 if 0.6 0,5 
4 NH -Nitat........... 0,7 0,7 
5 a 1,6 | 0,3 
6 le 0,8 1,1 
7 d-Glutaminsiiure ........ — | 1,1 


Simtliche Versuche wurden mit einem Bac. Mesentericus 
vulgatus Stamm (niheres vgl. unten) ausgefiihrt. Wie aus den 
zwei parallelen Versuchsreihen (I und II) ersichtlich, schwanken 
die Ausbeuten in einigen Fallen sehr betrichtlich. Nach unseren 
Erfahrungen sind die Versuche besonders bei Anwendung von 
NH,-Oxalat unreproduzierbar. Die besten Ausbeuten, das reinste 
Rohprodukt und die zuverliissigste Reproduzierbarkeit konnte bei 
Anwendung von l-Asparagin und d-Glutaminsiure erreicht werden. 
Da das Kupfersalz der freien d-Glutaminsiure selbst schwer lés- 
lich ist, so haben wir das nach 7 gewonnene Rohprodukt noch 
in ,rohem“ Zustand auf sein optisches Drehungsvermégen unter- 
sucht und feststellen kénnen, daf das Produkt keine unverinderte 
d-Glutaminsiure enthilt. 


Versuche. 


Auswahl des Bacillenstammes. Hinen zur Bildung der die 
1-Glutaminsiure liefernden immunspezifischen Substanz geeigneten 
Bac. Mesentericus vulgatus Stamm konnten wir leicht aus Milch, 
StraBenstaub, Heuinfusum, Abwasser usw. isolieren. Gewisse 
Schwierigkeiten verursacht héchstens die Identifizierung des 
Stammes, da die Fachliteratur beziiglich der Systematik der 
aeroben, sporentragenden Bacillen viel Widerspriichliches enthilt. 
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Kiner von uns’°) hat in einer friiheren Mitteilung bereits auf diesen 
Umstand hingewiesen und gezeigt, daB die durch ihn in die 
Gruppe I eingeteilten Stimme die immunspezifische Substanz am 
reichlichsten bilden. Die in dieser Mitteilung veréffentlichte Ab- 
bildung erleichtert wesentlich die Identifizierung des Stammes. 
Ks sei noch bemerkt, da8 die Bacillen wiihrend des lingeren 
Ziichtens auf Agarnihrboden einer Variation unterliegen kinnen 
und dadurch solche Varianten entstehen, die keine spezifische 
Substanz zu bilden vermégen. Die Kolonien solcher Varianten 
lassen sich jedoch von den die spezifische Substanz liefernden 
sehr leicht unterscheiden, da letztere charakteristisch fadenziehend, 
mucinartig sind.: 


Nahrboden. Die Stammlésung enthilt auf 1 Liter Wasser 2 ¢ Citronen- 
siure, 0,05 g Ferriammoncitrat, 0,5 g Magnesiumsulfat, 0,5 g Dikaliumhydro- 
phosphat und 20 g Glycerin. In diese Stammlésung wurden fallweise die ver- 
schiedenen Stickstoff-Nihrzusitze eingefiihrt, und zwar von d-Glutaminsiiure 
und ]-Asparagin je 4 g, von den iibrigen je 6 g. Nun wurde mit verdiinntem 
Ammoniak auf py, 7,4 eingestellt, mit je 250 cem Lésung Erlenmeyerkolben 
von 1 Liter Inhalt beschickt und sterilisiert. 


Methode. Der Nihrboden wurde mit einigen Tropfen einer 
2tigigen Bouillonkultur geimpft und 7 Tage lang im Thermostat 
bei 37° aufbewahrt. Hierauf filtrierten wir durch einen Asbest- 
filter (Seitz EK) und versetzten je 1 Liter bacillenfreien Filtrates 
mit 50 ccm kalt gesittigter Kupfersulfatlisung. Das Kupfersalz 
der spezifischen Substanz scheidet sich sofort als flockiger Nieder- 
schlag ab, der sich sehr schnell absetzt. Nach dem Dekantieren 
der klaren Fliissigkeit wurde der Niederschlag zentrifugiert, in 
Wasser wiederholt aufgeschlimmt und abgeschleudert. Man léste 
den Niederschlag in 20°/, Salzsiure und lie® die der Regel nach 
etwas triibe Lésung einige Zeit stehen, wobei sich die Triibung 
als rétlichbrauner Niederschlag zusammenballte, der leicht ab- 
geschleudert werden konnte. Die klare Lésung wurde 2 Stunden 
riickflieBend gekocht, danach das Kupfer mit H,S abgeschieden 
und das Filtrat bei Unterdruck eingedampft. Das Chlorhydrat 
der 1-Glutaminsiure blieb dabei als krystalliner Riickstand zuriick, 
der mit kalter konzentrierter Salzsiiure am Filter griindlich ge- 
waschen wurde. Das so gewonnene Rohprodukt bestand in den 
meisten Fiillen aus fast farblosen Prismen, die rasch erhitzt bei 
200—204° (unter Zers.) schmolzen. Zur Reinigung wurde in die 


*) Ivanovies, Zb]. Bakter. 138, 211 (1937). 
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konzentrierte wiBrige Lésung des Rohproduktes unter Hiskiihlung 
Salzsiiuregas eingeleitet, wodurch groBe, farblose Prismen zur 
Ausscheidung gelangten. Sie wurden bei Raumtemperatur im 
Vakuum iiber CaCl, getrocknet. Schmelzp. 209° (unkorr., rasch 
erhitzt, unter Zers.). 

4,610 mg Subst.: 5,53 mg CO,, 2,39 mg H,0. 

C,H,O,N-HCl Ber. C 82,69 H 5,49 
Gef. ,, 32,71 »» 5,80. 

[a}” = — 30,06 [0,7391 g Subst. (d. h. 0,5922 g freie Siure) in 10 cem 
wiBriger Liésung: — 1,78°). 

E. Fischer bestimmte das Drehungsvermégen der in der 
iiqu. Menge Salzsiure gelésten 1-Glutaminsiure und fand auf die 
EKinwage von Glutaminsiure berechnet den Wert [«]?° = — 30,05. 
Um vergleichen zu kénnen, wurde der oben angegebene Wert so 
ermittelt, da8 die Einwage von Chlorhydrat auf freie Glutamin- 
‘siure umgerechnet wurde. Das richtige spez. Drehungsvermégen 
des 1-Glutaminsiure-chlorhydrates wirde man eigentlich dann 
erhalten, wenn man die Einwage des Glutaminsiure-chlorhydrates 
selbst, nicht aber die der freien Glutaminsiure in Betracht zége. 
So berechnet erhalt man [«]?° = — 24,08. 

Die freie Saéure wurde aus einer konzentrierten wiBrigen 
Lésung des Chlorhydrates durch Zusatz der berechneten Menge 
Natriumacetats herausgewonnen. Sie wurde aus verdiinntem 
Alkohol umgelést. Schmelzp. 204—205° (unkorr., rasch erhitzt, 
unter Zers.). 


5,717 mg Subst.: 8,56 mg CO,, 3,27 mg H,0O. 


C,H,O,N Ber. C 40,80 H 6,17 
Gef. ,, 40,82 » 6,40. 




















Nig. 1. 
Oxy-Pyrrolidoncarbonsiiure-iithylester aus Aceton. Etwa Sfache VergroBerung. 








Fig. 2 Fig. 3. 





Dasselbe; geziichteter Einkrystall aus Aceton. Dasselbe; Rosette aus Aceton—Ather. 
tfache VergroBerung, Natiirliche GroéBe. 


oppe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXLVII, Tafel IL. 
Zu ,Emil Abderhalden und Hans Murke, 
Beitrag zur Kenntnis der 9-Oxyglutaminsiure’. (S. 227.) 
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Uber die Atmungskatalyse durch C,-Dicarbonsauren”). 
(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 


K. Laki, F. B. Straub und A. Szent-Gyérgyi. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie, Universitat Szeged.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Miirz 1937.) 


Arbeiten dieses Laboratoriums haben den Beweis erbracht, 
daf im tierischen Gewebe die C,-Dicarbonsiuren als katalytische 
Wasserstoffiibertriger an der Atmung beteiligt seien. Die ersten 
Versuche!) wiesen darauf hin, daB die niedrigere Oxydationsstufe 
der Dicarbonsiure, Bernsteinsiure—Fumarsiure, die Atmung ver- 
mittele. Spiitere Versuche**) jedoch zeigten das Unbefriedigende 
dieser Auffassung und stellten die héhere Oxydationsstufe, Fumar- 
siiture—Oxalessigsiure in den Vordergrund. 

Unsere neuesten Versuche, in denen die Reduktion des Cyto- 
chrom C als Indicator verwendet wurde, weisen darauf hin, 
dab die C,-Dicarbonsiuren mit beiden Oxydationsstufen an der 
Atmungskatalyse beteiligt sind und daB dabei beide Stufen hinter- 
elnander geschaltet sind. 

Im Mittelpunkte des Systems steht das von der Fumarase 
unterhaltene Gleichgewichtsgemisch der Fumar- und Apfelsiure. 
Krstere wird hydrierend an der Succino-dehydrase, letztere dehy- 
drierend an der Malico-dehydrase aktiviert. Die Apfelsiure iiber- 
sibt in dieser Weise 2 H-Atome der Fumarsiiure, wobei Oxal- 
essigsiure und Bernsteinsiure entstehen. Die Bernsteinsiiure wird 
durch das Cytochrom wieder zu Fumarat oxydiert, die Oxalessig- 
siiure durch die Nahrstoffdehydrierung zu Malat reduziert. Unsere 
Versuche bestiitigen auch D. EK. Greens Angabe, nach der im 


*) Diese Arbeit wurde durch die Josiah Macy Jr.-Stiftung, 
New York, unterstiitzt. 
') Goézsy u. Szent-Gyoérgyi, Diese Z. 224, 1 (1934). 
*) Annau et al., Ebenda 236, 1 (1935). 
*) Annau et al., Ebenda 244, 105 (1936). 








II Laki, Straub u. Szent-Gyéorgyi, Uber die Atmungskatalyse usw. 


Gewebe nicht die Fumarsiure, sondern die Apfelsiure dehydrierend 
aktiviert wird. 

Es ist gelungen, das Redox-Potential des Systems Apfel- 
siure—Oxalessigsiure zu messen. Es fillt annihernd mit dem 
Potential des Systems Milchsiiture—Brenztraubensiure zusammen. 
(E’, = — 0,169 + 0,009 V. p,, = 7.) Dies besagt, daB die Oxydo- 
reduktion zwischen Apfelsiure und Fumarsiure thermodynamisch 
méglich ist. 

Diese Auffassung der Atmungskatalyse, die demnichst aus- 
fihrlich beschrieben werden soll, gibt eine befriedigende Erklirung 
sowohl fiir die Sonderstellung der Succino-dehydrase bzw. der 
Bernsteinsiure, die unter allen bekannten biologischen Substanzen 
durch das Gewebe mit der gréBten Geschwindigkeit oxydiert wird. 
Ebenso erklart sich die Sonderstellung der Oxalessigsiiure, die 
durch Gewebe unter allen bekannten biologischen Substanzen mit 
der gréBten Geschwindigkeit reduziert wird. Auch das Bestehen 
der Fumarase wird verstiindlich. 
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id Die bisulfitbindende Substanz im Menschenblute bei Beriberi. 
Von 
Tsutomu Shindo. 
m (Aus der Inneren Abteilung des Dairen-Hospitals, Dairen, Siidmandschurei.) 
" (Der Schriftleitung zugegangen am 23. April 1937.) 
is Friiher fanden Thompson und Johnson’) bei Avitaminose Bb, im 
h Blute von Tauben und Ratten ungewéhnlich hohe Mengen einer bisulfit- 
bindenden Substanz (B.B.S.), die als Brenztraubensiiure sicher identifiziert 
| werden konnte. Diese vermehrte Brenztraubensiure im Blute verschwindet 
S- auf Zufuhr von Aneurin an das Versuchstier. 
0 Kiirzlich habe ich beobachtet, da8 sich im mit 'Trichloressigsiure ent- 
o Ff eiweiBten Blutfiltrat von Beriberikranken eine bisulfitbindende Substanz in 
a | vermehrter Menge befindet und durch die Behandlung mit Aneurin auf den 
n normalen Wert zuriickgeht [bestimmt nach der Methode von Clift u. Cook?)). 
] Da innige Beziehungen zwischen Aneurin und Kohlenhydratstoffwechsel 
— sichergestellt sind, kénnte meine Beobachtung von diesem Gesichtspunkt 
le aus eine besondere Bedeutung erhalten. 
uF B.B.S. in cem n/100-Jod pro 100 g Blut. 
Normal Beriberi Behandelt 
Nr. B.B.S. Nr. | B.B.S. Nr. | B.BS. 
i 6,30 1 10,55 = 4,50 
2 7,34 2 9,64 2 | 7,00 
3 5,83 11,63 8 | 6,00 
4 6,60 4 11,25 4 | 9,55 
5 6,60 D 13,33 5 5,40 
6 8,82 6 9,81 4. ae 
7 4,40 ? 9,60 7 | — 5,20 
8 9,60 . 13,63 | 
9 4,63 9 10,20 | ' 
10 7,68 10 10,24 
11 6,90 11 12,01 | 
12 8.07 12 8,00 | 
13 11,50 
14 15,00 | 
15 9,44 
| 16 8,88 | 
| 17 11,81 | 
| 18 12,00 | 











durchschnittl. 6,84 | durchschnittl. 10,78 | durchschnittl. 6,54 


Zur Identifizierung isolierte ich diese bisulfitbindende Substanz als 
2,4-Dinitrophenylhydrazon aus dem mit Trichloressigsiure enteiweibten 
Blutfiltrat. Farbreaktion mit alkoholischer Kalilauge’) ,,unkelbraunrot“. 
Ber. f. Brenztraubens,-dinitrophenylhydrazon C,H,O,N, C 40,29 H 3,00 N 20,89 
Ber. f. Acetaldehyd-dinitrophenylhydrazon C,H,O,N, ,, 42,85 ,, 3,60 ,, 25,00 

Gef. ,,43,91 ,, 3,40 ,, 25,91. 
Zum SchluB spreche ich Herrn K. Makino meinen herzlichen Dank 
‘ir seine wertvolle Hilfe aus. yitepatur. 


1. Thompson u. Johnson, Biochemie. J. 29, 694 (1935).— 2. Clift u. 
Cook, ebenda 26, 1788 (1932). — 3. Case u. Cook, ebenda 25, 1317 (1931). 














scny 


cher 
mus! 
ZW 
Coz) 


Zahl 


scno 
(‘oz 


Were 


ist 


aiesi 


Vers 











Enzymatische Inaktivierung der Codehydrase II. 
Von 


Hans y. Euler, Heinz Heiwinkel und Fritz Schlenk. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1937.) 


Cozymase, welche wir ihrer Funktion’) nach als Codehydrase I be- 
zeichnen*), erleidet, wie seit liingerer Zeit bekannt*), in pflanzlichen und 
tierischen Organismen unmittelbar nach deren Tod eine Inaktivierung. 

Euler und Heiwinkel‘) haben niiher untersucht, mit welcher Ge- 
schwindigkeit diese enzymatische Inaktivierung, welche sich yon der rein 
chemischen®) unterscheidet, in verschiedenen Organen, niimlich in Ratten- 
muskel, Rattenleber, Kaninchengehirn und Jensen-Sarkom eintritt, und 
zwar wurde nach verschiedenen Zeiten sowohl die oxydierte Form der 
Cozymase als die hydrierte Form, die Dihydro-Cozymase, bestimmt. Folgende 
Zahlen fanden wir fiir Rattenmuskel: 


Stunden Co/ecm CoH,/eem Summe 
0 10,1 5,4 15,5 
2 1,0 0,25 1,25 
4 0,35 a 0,75 


Wie ersichtlich, sind unter den eingehaltenen Bedingungen in 2 Stunden 
schon 90°/, der anwesenden Cozymase inaktiviert. Uber die Spaltstiicke der 
Cozymase, welche bei dieser Inaktivierung entstehen (Nicotinsiiureamid u. a.) 
werden spiter Mitteilungen folgen. 

Das zweite Co-Enzym, welches eine Apodehydrase zu einer Holo- 
dehydrase ergiinzt, ist die Codehydrase {I = Warburgs Co-Ferment aus 
roten Pferdeblutzellen®). Das spezifische Substrat dieses Dehydrase-Systems 
ist der Robison-ester (Glucose-6-phosphorsiure-ester). Die Konzentration 
dieses Co-Enzyms kann an der Robison-ester-Dehydrase im Thunberg- 
Versuch ermittelt werden. 


') Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290 (1935). 

*) Euler u. Adler, Diese Z. 258, 233 (1936). 

*) Euler u. Myrbiick, Diese Z. 177, 237 (1928); Euler u. Giinther, 
ebenda 243, 1 (1936). 

') Euler u. Heiwinkel, Naturw. 25, 269 (1937). 

) Schlenk, Euler, Heiwinkel, Gleim u. Nystrém, Diese Z. 
247, 23 (1987). 
") Warburg u. Christian, Biochem. Z. 266, 377 (1933). 











V Euler u. Mitarb., Enzymatische Inaktivierung der Codehydrase [I]. 


Die beiden Codehydrasen [ und II kommen in vielen Organen gleich, 
zeitig vor. Aus verschiedenen Griinden erschien es uns notwendig, 2) 
untersuchen, ob die Codehydrase II im Muskel eine dhnliche Inaktivierung 
erleidet wie die Cozymase. 

Das von einem von uns (F. Schlenk) hergestellte Priiparat von (o- 
dehydrase II, welches iibrigens noch Cozymase enthielt, wurde zu zer 
kleinertem Muskel zugesetzt, und zwar 1 ccm Codehydrase-Lésung ver 
schiedener Konzentration zu je 0,8 g Muskel. Diese Reaktionsmischunge, 
blieben bei Zimmertemperatur 1 bzw. 2 oder 3 Stunden stehen, Dann wurde, 
die Reaktionsmischungen 5 Minuten bei 100° gehalten und dann zentrifugiert. 

Diese zentrifugierten Reaktionslésungen wurden nun (je 0,3 cem ip 
Thunbergrohr) auf die noch vorhandene Menge Codehydrase II] gepriift, 
und zwar im normalen Robison-ester-Dehydrase-System mit Methylenblau. 

Da die Priiparate von Codebydrase Li auch noch Cozymase enthielt 
wurden auch Parallelversuche mit Cozymase angestellt. 

Mit der erwiihnten Methodik wurde nun festgestellt, welche Mengen 
Codehydrase II nach Einwirkung von Muskel noch vorhanden sind. Dabei 
wurde gefunden: 


Versuchs- Dauer der Codehydrase II 
Reihe enzymat. Inakt. noch vorhanden 
I 0 Stunden 100 °/, 
} 15 
2 9 
3 4 


Auch Codehydrase II wird also durch frischen Muskelbrei bei Zimmer- 
temperatur innerhalb weniger Stunden bis auf wenige Prozente inaktiviert. 
Die fiir Codehydrase II angegebenen Zahlen sind mit den des oben er- 
wiihnten Cozymase-Versuchs nicht direkt vergleichbar, da erstere unter 
etwas anderen Konzentrationsbedingungen gewonnen sind. 

Von besonderem Interesse wird es sein, die bei der enzymatischen 
Spaltung der beiden Codehydrasen entstehenden Produkte zu vergleichen. 
um zu sehen, ob durch diese Spaltungen ein Ubergang der beiden Codehy 
drasen ineinander eingeleitet werden kann. 
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Fig. 1. 
Artostenon-krystalle 

Bell aus Alkohol—Benzol-Gemisch. 

bei (Natiirliche Grobe.) 





Fig. 2. Fig. 3. 
Artostenon-oxim Tetrabrom-artostenon-krystalle 
is Alkohol—Benzol-Gemisch (3: 1) krystallisiert. aus Alkohol—Benzol-Gemisch (3: 1). 
(Natiirliche GréBe.) (Natiirliche GréBe.) 


‘oppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band CCXLVII, Tafel I. 
Zu ,Madhab Chandra Nath, 
Litersschung iiber die Konstitution von ,Artostenon‘, einem Sterinketon aus der indischen 
Pomme frucht ,Artocarpus integrifolia‘. I. Isolierung und Reinigung, Il. Nachweis einer 
Doppelbindung, IIT. Reduktion des Artostenon*. (S. 9.) 
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